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Een lipolytische bacterie door ons afgezonderd uit de rumen, 
was morfologisch identisch aan Anaerovibrio lipolytica, 
(Hobson en I:Iann, J. Gen. Hicrobiol ., 1961, 25, 227) doch 
metaboliseerde meer sui kers . De lipol ytische activiteit 
van deze bacterie, kan deze van pensinhoud verkl aren. 
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1 . PROBLEEMSTELLING 
----------------
Het voormagencomplex van de herkauwer stelt de gastheer in staat celluloserijke 
voeders te verwerken ) die voor de éénmagige enzymatische vertering ontoegankelijk 
zijn. De polysacchariden in het plantaardig materiaal worden door de bacteriën-
populatie in de pensmaag afgebroken, met als voornaamste eindproducten de vluchtige 
vetzuren azijnzuur, propionzuur, boterzuur en de gassen koolstofdioxyde en me-
thaan. Waaf de vluchtige vetzuren rechtstreeks bruikbaar zijn voor het dier, bete-
kent de vorming van methaan daarentegen een verlies daar dit gas door het ructus-
mechanisme uit de pens langs de slokdarm verwijderd wordt ~n ~dus ~ierlorén is0roor 
het dier (DOUGHERTY en medew., 1965). 
Zo zou het energieverlies, teweeggebracht door de methaanvorming omtrent 7 tot 
10 procent van de brutovoedingsenergie bedragen (BLAXTER, 1962; CZERKAWSKI, 1969; 
KLE IBE R, 1961; KNOX, BLACK en KLEIBER, 1969). CZERKAWSKI (1969) illustreerde dit 
energi everlies op een ietwat ongewone, doch sprekende _ wijze. Een koe produceer~ 
ongeveer 250 1 methaangas per dag. Veronderstellend dat dit gas kan verzameld . 
en gezuiverd worden, berekent deze auteur dat tien koeien in staat zij~ 
te _voorzien in het dagelijks gasverbruik van een normaal huisgezin, Tabel 1, 
ontleend aan dezelfde auteur, illustreert het economisch aspect van het energie-
verlies door methaanvorming bij de herkauwer. 
Bij de reductie van koolstofdioxyde tot methaan komt echter energie vrij (exotherm 
proces) (HUNGATE, 1964). Deze energie k~n door de methaanbacteriën gebruikt wor-
den tot het vormen van microbieël eiwit, dat door de gastheer benutbaar is. Een 
remming van de methaanproductie zou dus uiteindelijk kunnen resulteren in een 
verminderde synthese van bacterieël . eiwit, tenzij men door deze remming andere 
microbieële energieleverende (ATP) processen kan bevorderen. Is het aldus ge-
vormde product dan nog een rechtstreeks - benutbaar eindproduct voor de gastheer 
(bv. propionzuur, DEMEYER en HENDERICKX, 1967a), dan heeft methaanremming zeker 
een gunstig effect. 
DEMEYER en HENDERICKX (1967a) en DEMEYER (1967) remden methaanvorming in vitro 
door het toedienen van onverzadigde vetzuren aan incubaties met gemengde pens-
bacteriën. Hierbij stelden zij een belangrijke verhoging van de propionzuurvorming 
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TABEL 1 - Schatting van de hoeveelheid methaan geproduceerd door herkauwers in 
verschillende landen en continenten. (Ontleend aan CZERKAWSKI, 1969), 
=======================================-========================·=============== 
A. Methaanproductie (106 Mcal/jaara) B. Energieverlies door methaa~roduc­
tie vargesteld als : 
-------------- ------------------ ------ ---------------- ----------------------
. . 
Voederverlies Financieël verlies 





Gr. Britt. 8.809 2.729 5 3,43 
Europa 76.064 13 .183 2121 27,22 
V .S.A. 67,188 4.876 373 21 ,77 
Z. Amerika 95.168 13.972 1341 32,8? 
Australië 7.964 15.222 9 6,65 
N. Zeeland 4,058 4.548 2,49 
Ind ·i a en 137,600 6.300 43 ,36· Pakistan 
a .. Aannemend dat methaanproductie per dag voor een rund = 250 l~ 
schaap = 40 l en geit = 30 l. 








b, Aannemend dat een rund omtrent 10 kg voeder/ dag verbruikt~ een schaap 1~5 kg 
en een geit 1~0 kg/ dag. 
Energieverlies door methaanvorming werd gelijkgesteld ·aan ? % van het rant-
soen. 
a. De kostprijs van het voeder werd gelijkgesteld aan 3,250 fr. /ton · 
-=============================================================================== 
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vast. De fermentatieschema's van de koolhydraatafbraak in de pens in acht nemend 
(WOLIN, 1960; HUNGATE, 1966; DEMEYER, 1967) kan men zich wel aan dergelijk bij~ 
komend effect verwachten. Ook HUNGATE (1966) en ~RSKOV en medew. (1968) suggereren 
het bestaan van een omgekeerde relatie tussen de methaan- en de propionzuurvor-
mi ng in degens. 
Zodoende bleek het duidelijk dat in een verdere studie over de methaanremm i ng 
eveneens het aspect van de vluchtige vetzuurvorming nauwkeurig moet beschouwd 
worden . 
· In di t werk werd door i n vitro en in vivo proeven : 
1. getracht . de methaanvorming te remmen door toevoegen van additieven. Hierbij 
werd tevens de invloed op de vluchtige vetzuurproductie onderzocht. 
2. Het bestaan van een omgekeerde relatie tussen de methaan- en propionzuurvorm i ng 
aangetoond en onderzocht. 





2.1. Fermentatie van de koolhydraten in de pens. 
Koolhydraten zijn aanwezig in het voeder, onder de vorm van polysacchariden, Be-
paalde microörganismen zetten deze complexe structuren om tot enkelvoudige sui-
kers, di~ dan verder door dezelfde· of door andere bacteriên gemetaboliseerd worden. 
Ovet het mechanisme van de cellulose vertering in de pens is nog niet veel bekend. 
Bl i jkbaar produceren de cellulolytische bacteriën extrace.llulaire enzymes die 
in staat zi jn de cellulose-fractie af .te breken tot cellobiose en verder tot glu-
cose .(DEHORITY, 1968; REESEen medew. 1950). Een specifieke wijze van cellobicse-
afbraak vertoont de cellulolytische pensbacterie Rumi~ococcus flavefaciens 
. ' 
(AVERS , 1958). Deze bacterie vergist cellobiose, doch breekt geen extracellulair 
glucose af. Cellobiose wordt afgebroken door fosforolytische splitsing tot glucose 
en gl ucose-1-fosfaat, dat verder intracellulair gemetaboliseerd wordt. 
Zetmeel wordt afgebroken door de amylases tot maltose en verder door maltases en 
maltose-fosforylases tot glucose-1-fosfaat en glucose (HOBSON en Me PHERSON, 1952). 
Een gedeelte van het zetmeel in het voeder, afhankelijk van het rantsoentype, 
kan echter aan de rumenfermentatie ontsnappen (0RSKOV en FRASER, .1968~ TOPPS en 
medew. 1968). Dit verklaart dan ook het verminderd aandeel van propionaat in de 
gluconeogenese bij het voederen van rantsoenen met hoog gehalte aan zetmeel 
(JUDSON en medew. 1968). 
Zetmeel en malose worden dan in de dunne darm gehydrolyseerd en geabsorbeerd als 
glucose (WRIGHT en medew. 1966). Glucos:e wordt in de pens zeer snel verder geme-
taboliseerd en slechts kleine hoeveelheden kunnen aangetoond worden, Er wordt 
algemeen aangenomen dat glucose wordt afgebroken tot pyruvaat of lactaat volgens 
het Embden-M.eyerhof schema van de glycolyse (BALDWIN en medew. 1963). Pyruvaat 
neemt aldus in de rumenfermentatie een sleutelpositie in. 
Tijdens de afbraak v~n glucose tot pyruvaat krijgt men een nert~ ATP-productie 
van 2 moles per mole glucose gemetaboliseerd. 
Pentosen worden omgezet tot hexosen, en volgens het zelfde schema verder afge-
broken (WALLNOEFER en medew. 1966). Vanuit pyruvaat worden dan de vluchtige 
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vetzuren gevormd. Deze ei ndproducten van het koolhydraatmetabolisme in de pens zijn 
de voor naamste energiebron voor de herkauwer. Zij vertegenwoordigen 70 tot 80 pro-
cent van de totale energie die ter beschikking van de gastheer komt (BLAXTER, 1962; 
ANNISON, 1965; HUNGATE, 1966). 
2.1 .1. Vorming van azijnzuur en mierenzuur 
Pyruvaat wordt i n de pens gedecarboxyleerd, hoofdzakelijk volgens twee "phosphoro-
clast i c spl i t" (1) reacties (BALDWIN, 1965). Het "clostridial phosphoroclast i c" 
systeem (f ig. 1 ,1) vere i st coenzyme A, Fe++ en difosfothiamine als cofactoren. 
Pyru vaat wordt dan gedecarboxyl eerd tot acetyl-fosfaat, koolstofd ioxyde en water-
stof. Het 11 formate phosphoroc l ast i c'~ systeem (fig. 1,11) vereist dezelfde cofac-
toren en spl i tst pyruvaat tot acetyl-fosfaat en formiaat (zgn. Coli a~rogenes 
type) . 
Be ide systemen zi jn voorgesteld in f iguur 1. 
Form iaat wordt zeer snel verder gemetabol i seerd tot koolstofdioxyde en waterstof, 
waarsch ijnl i jk vo l gens het "hydrogenlyase" systeem of het 11 formiaatdehydrogenase-
ferredoxin-NAD11-systeem (BALDWIN, 1965) , 
2.1 ,2. Propionzuurvormi ng uit pyruvaat 
In de pens zijn twee afbraakwegen van pyruvaat of lactaat tot propionzuur aange-
toond . 
De dicarboxylzuur-cyclus i s voorgesteld in figuur 2 ("randomizing-route") . Pyruvaat 
of ffosfoenolpyrodruivenzuur condenseert met co2 tot oxaalacetaat, dat gereduceerd 
wordt tot malaat door de klassieke malaat-dehydrogenase reactie . 
(1) Vol gens SOKATCH (1969) is de t erm phosphoroclastic nogal ongelukki g gekozen 
daar het i ni t i eël product van de pyruvaatafbraak steeds acetyZ-CoA i s. 






FIGUUR 1 - 11 Phosphoroc1astic 11 reactie (Uit BALDWIN, 1965) 
========================================================= 
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Rechtstreek~omzetting van pyruvaat tot malaat, met behulp van het malaat enzyme 
is niet uitgesloten (BALDWIN, 1965; WESTON en TODD, 1968). Malaat wordt verder 
gemetaboliseerd tot fumaraat dat gereduceerd wordt tot succinaat. De hiernavolgende 
decarboxylatie van succinaat tot propionzuur veronderstelt drie trappen: activatie 
van succinaat tot succinyl-CoA, isomerizatie tot methylmalonyl-CoA en decarboxyla-
tie van methylmalonyl-CoA tot propionyl-CoA. In de propionibacteria wordt de laat-
ste trap van de reactie gekatalyseerd door een transcarboxylase, dat een c1-trans-
fert uitvoert van methylmalonyl-CoA naar pyruvaat. Zo wordt dan propionyl-CoA en 
oxaalàcetaat gevormd, waardoor de cyclus compleet is, Bij een andere propionzuur-
\Ormende bacterie, Veilonella gazogenes, zou het c1-fragment gemakkelijk vrijge-
steld worden als co2 (DELWICHE en medew. 1956). Globaal verkrijgt men volgende re-
actie : 
. Pyruvaat + 2H 2 ----..... -- Propionaat + H 2o 
De tweede vormingsweg van propionzuur via de acrylaatweg of 11 direct reductive 
pathway 11 veronderstelt activatie van melkzuur tot lactyl-CoA, vorming van acrylyl-
CoA en reductie tot propionyl-CoA (LADD en WALKER, 1959). 
Deze vormingsweg is voorgesteld in figuur 3, 
BALDWIN en medew, (1962) en WALLNOEFER en medew, (1966) toonden aan dat tot 30 
procent van het propionzuur in de pens op deze wijze kan gevormd worden. Het aan-
deel van de acrylaatweg in de propionzuurproductie werd aanzienlijker naarmate het 
gehalte aan koolhydraten in het rantsoen toenam. Men neemt aan dat de acrylaatweg 
geen ATP produceert, noch verbruikt. Ook voor de dicarboxylzuurcyclus zijn geen 
ATP-leverende reacties gekend (BALDWIN, 1965). 
Volledigheidshalve moet hier nog aangestipt worden dat SCHNEIDER en WOOD (1969) 
aanwijzingen gevonden hebben voor het bestaan van een nieuw intermediair in de acry-
laatweg. In celvrije extracten van Peptostreptococcus elsdenii werd fosfolactyl-CoA 
gevormd, Lactyl-CoA wordt gefosforyleerd met acetyl-fosfaat tot fosfolacty~oA 
(en acetaat). Dan wordt acrylyl-CoA gevormd met afsplitsing van anorganisch ~ fos-
faat. Nochthans wordt door deze bevindingen een nieuw probleem gesteld. Het verbruik 
van een acetyl-fosfaat voor iedere propionzuur gevormd betekent voor de cel een 
energieverlies, daar acetyl-fosfaat de enige bron voor ATP is voor groei op lactaat. 
FIGUUR 3 - Propionzuurvorming volgens acrylaatweg 
(direct reductive pathway) (BALDWIN, 1965) 
===================================================== 
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Uit bestaande fermentatieschema's kan men niet afleiden of er netto substraat 
fosfory l atie optrad, zodat fosforylatie gekoppeld aan anaëroob electrenentransport 
i n P. elsden j i als een mogelijkheid moet beschouwd worden , 
2,1 ,3. Boterzuurvorming 
Momenteel wordt aangenomen dat boterzuur langs twee verschillende wegen gevormd 
kan worden. WALKER (1965) suggereert dat boterzuur gevormd kan worden uit acetaat 
via malonyl-CoA, volgens de glob'ale reactie 
2 Ace t aat + 2 ATP + 2H2-----t..-~ Boterzuur + 2 ADP + 2 P 
De meest waarsch i jnl i jke vormingsweg voor boterzuur schijnt echter de omgekeerde 
s-oxydatieweg te zijn (HUNGATE, 1966; CZERKAWSKI, 1969, LENG, 1970) (Figuur 4). 
Bas i s hiervoor was het werk van GOLDMAN en medew . (1963) met Clostridium kluyver i, 
Er t reedt i n de pens een interconversie op tussen azijnzuur en boterzuur. LENG en 
BRETT (1 966) berekenden dat 40 tot 50 procent van het boterzuur uit extracellulair 
acetaat gevormd wordt, terwijl omgekeerd 6 tot 13 procent van azijnzuur afkomstig 
is van boterzuur. Figuur 5 toont een samenvattentschema van de afbraak der kool-
hydraten in de pens (LENG 1970 ) . 
In tabel 2 werd voor de voornaamste eindproducten, steunend op de biochemische 
vormingswegen, de netto ATP-productie berekend. Deze energie kan door de bacteriën 




FIGUUR 4 - BOTERZUURVORMING IN DE PENS VOLGENS DE 
OMGEKEERDE s-OXYDATIE (LENG, 1970) 
================================================= 
Acetaat . + .ATP -----~ Acetyl~fosfaat + ADP 
Acetyl -fosfaat + HSCoA --.... •-, Acetyl-CoA + Pan 
Acetyl-CoA ll + Acetyl-CoA 
Acetoacetyl-CoA + HSCoA 
+ NAD1l + NADH H+ 
s-Hydroxybutyryl-CoA ll -H20 
Crotonyl -CoA 




FIG. S SCHEMATISCHEWEERGAVE VAN DE AFBRAAK VAN PYRUVAAT IN DERUMEN 
( U1t Leng, 1970) 
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TABEL 2 - Berekening ATP-productie tijdens de vorming van de voornaamste eind-
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2.1 .4 . Vorming van methaan in de pens 
Over het exacte vormingsmechanisme van methaan in de rumen is slechts weintg gewe-
. ten. Inderdaad, fundamenteel onderzoek op methaanvorming geschiedde op bacteriën 
,die niet in de pens voorkomen, waaronder Methanobacillus omel'ianskit (1) een zeer 
voorname plaats bekleedt. Mede door het onderzoek . gevoerd door de HillinoiS 11 
onderzoekers WOLIN, WOLIN, WOLFE en WOOD, is men nu in staat een vormingsweg voor 
'methaan voor te stellen. STADTMAN (1967) en BARKER (1967) publiceerden hiervoor 
uitstekende samenvattingen, waarnaar wij graag willen verwijzen, 
Alhoewel hiervoor nog geen enkel experimenteel bewijs voor handen is, past ClER-
KAWSKI (1969) dit schema speculatief toe op de pens. Een overzicht van de bestaan-
de literatuur o-ver de methaanproductie in de pens werd gege.ven door DEMEYER (1967), 
zodat wij hier slechts kort het voornaamste hoeven te h~rhalen, naast aanvulling 
met de recentste publicaties. 
Aan TAPPEINER (1884) komt de verdienste toe de eerste te zijn geweest die gewaagt 
over methaanvorming in de pens. Versch-eidene auteurs ( WASHBURN en BROD IE, 1937; 
LUGG, 1938; QUIN, 1943; KLEIBERen medew. 1943; Me. ARTHURen MILTIMORE, 1961) 
bepaalden de samenstelling van rumengas in vivo en toonden daarbij steeds IJlethÇlan 
aan. :Zuurstof w.~rd slechts in minieme .: hoeveelheden aangetoond, terwiji geen water-
stof gevonden werd. Gaschromatografische analyse van rumengas, zoals uitgevoerd 
' . 
door Me. ARTHURen MILTIMORE (1961) gaf als resultaat:co2, 65,35 %; CH4, 26,76 %; 
N2, 7,00 %; o2 0,56 %~ H2S, 0,01 %en H2, 0,18 %. Dat deze samenstelling in ruime 
mate beïnvloed, kan ·worden, niet alleen door het type rantsoen, maar ook door het 
tijdstip van monstername, gesitueerd in hèt tijdsverloop na voederen, bewijzen 
de resultaten van CZERKAWSKI en CLAPPERTON (1968). Inderdaad, onmiddellijk vóór 
het voederen toonden deze onderzoekers aan dat het o2-gehalte in pensgas tot 6,5 
procent kan stijgen, terwijl het co2-procent daalde tot 24,8. 
(1) Pas later (BRYANT en medew. 196?) werd ontdekt dat M. omelianskii een symbio-
tische associatie was van twee bacteriënspecies, Het S-organisme breekt etha-
nol af tot acetaat en waterstof. Het tweede organisme gebruikt de wate.rstof 
voor groei en methaanvorming. 
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BEVER (1952) bestudeerde de pensfermentatie in vitro en vond dat bij incubatie 
van formiaat met pensvocht aanzienlijke hoeveelheden methaan gevormd werden. Uit 
incubaties met 14c gemerkt formiaat besloten CAROLL en HUNGATE (1955) dat mieren-
zuur afgebroken wordt tot koolstofdioxyde en waterstof, waarop reductie van kool-
stofdioxyde tot methaan plaats grijpt, Dit stemt overeen met de reeds vroeger voor-
opgesteldeC02-reductie theorie van VAN NIEL (1934) en SOEHNGEN (1910f zoals ver-
meld in BRYANT (1965). 
PILGRIM (1948) stelde een aanzienlijke waterstofopstapeling vast bij het voederen 
van dieren die eerst langdurig werden uitgevast. Hierop steunend besloot WINKEN-
WEROER (1961) dat twee soorten bacteriën tussenkomen in de methaanvorming in de pens 
waterstofproducerende microörganismen en bacteriën die koolstofdioxyde reduceren 
tot methaan met de gevormde waterstof. 
Me NEILL (1957) vond bij incubatie met suspensies van pensbacteriën methaanvorming 
uit verscheidene substraten ·. Hierbij waren maltose, pyruvaat, formiaat en succinaat 
het meest actief. Uit glucose en cellobiose werd methaan in mindere mate gevormd. 
Door toevoegen van gasvormige waterstof werd methaanvorming aanzienlijk gestimu-
leerd, waardoor besloten werd dat beschikbare waterstof limiterend is in de methaan-
productie, DEMEYER (1967) onderzocht methaanvorming uit verschillende substraten 
door in vitro incubaties met celsuspensies van gemengde pensbacteriën, Methaan 
werd geproduceerd uit een mengsel van koolstofdioxyde en waterstof, al~ok uit 
natriumformiaat. Uit dit laatste substraat werd methaan gevormd stoechiometrisch 
overeenkomstig met de reactie 
Verscheidene experimenten toonden aan dat extracellulair koolstofdioxyde en water-
stof belangrijke intermediairen zijn. 
Uit pyruvaat werd naast methaan en koolstofdioxyde eveneens een belangrijke hoe-
veelheid azijnzuur, propionzuur en boterzuur gevormd. Fermentatiebalansen toonden 
hier aan dat afbraak van pyrodruivenzuur gebeurt volgens de globale reacties, 
zoals door HUNGATE (1966) in een schema voorgesteld, Door aanvullende experimenten 
kon DEMEYER (1967) aantonen dat methaan ook gedeeltelijk rechtstreeks uit extra-
cellulair pyruvaat zou kunnen gevormd worden. Koolstofdioxyde en waterstof zouden 








In tegenstelling met verscheidene onderzoekers (LEWIS, 1951; DOETSCH en medew, 1953, 
WINKENWERDER 1961) werden in incubatiesmet glucose als substraat aanzienlijke 
hoeveelheden methaan gevonden. 
Volledig~heidshalve kunnen wij nog vermelden dat tot hiertoe slechts twee methaan-
bacteriën species uit de pens ZlJn afgezonderd geworden, Methanobacterium ruminan-
tium (SMITH en HUNGATE, 1958) is een strict anaër~ob, grampositief staafje dat for-
miaat, gasvormige waterstof en koolstofdioxyde als substraat kan gebruiken. Methano-
bacterium mobilis werd afgezonderd door PAYNTER en HUNGATE (1968). M. mob1lis i s 
eveneens een str ict anaëroob staafje, doch gram-negatief, met een groei opt imum bij 
pH = 6,1 iot 6,9, Zeventien substraten werden getest (waaronder glucose, pyruvaat 
en methanol) doch slechts formiaat en het gasmengsel co2-H 2 (20- 80%) lieten ,duide-
lijk groei toe. Beide bacteriën worden aangetroffen in de pens · in hoeveelheden tot .. 
2 x 108 per ml. rumenvocht. Door het bepalen van de concentratie van opgeloste water-
stof en methaanproduct i e in in vitro incubaties met pensvocht, kon HUNGATE (1967) 
aantonen dat methaanproductie meer gecorreleerd was met de opgeloste waterstof dan 
met form iaat. Hieru it besloot hij dat waterstof een zeer belangrijk i ntermediair 
is i n de methaanproduct i e , 
Zeer recent toonde de z~ lfde auteur (HUNGATE en medew. 1970) nog aan dat omtrent 18 
procent van het geproduceerde methaan rechtstreeks uit formiaat, dat door de methaan-
bacteriën werd opgenomen, gevormd werd. 
2.2 . Remming van de methaanvorming 
Zich baserend op het feit dat waterstof een l imiterende factor voor de methaanvorming 
is, trachtte Me NEILL (1957) methaanproductie door pensbacteriën i n vitro te remmen 
door het toevoegen van andere waterstofacceptoren. Het sterk-remmend~ffect van ni-
traat wijt deze auteur aan het vormen van toxische producten, zodat de waterstof-
overdracht naar koolstofdioxyde verhinderowordt. Door competitie voor beschikbare 
waterstof kon methaan nog geremd worden door toevoegen van methyleenblauw, ribofla-
~ne, NAD, sulfaat en sulfiet. 
WINKENWERDER (1961) voegde kleine hoeveelheden zuurstof toe aanincubatiesmet sus-
pensiesvan pensbacteriën, De zuurstof werd verbruikt, terwijl de methaanvorming ge-
remd werd. Eén volume zuurstof verhinderde de vorming van 1,5 tot .2 volumes methaan. 
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CZERKAWSKI en medfw, (1966 a) remden de methaanvorming in vivo door infusie van 
lijmoli ehydrolysaat (44-128 g/24 h), linoleenzuur (44-128 g/24 h), linolzuur 
(30 -72 g/ 24 h) en ol i ezuur (30 - 77 g/24 h) bij schapen. Deze vetzuren veroor-
zaakten een remming van ongeveer 50 procent. Uit deze experimenten besloten de 
auteurs ondermeer : 
-dat methaan remming aanzienlijk groter was dan kon verantwoord worden door hydra-
genatie van de vetzuren. 
- dat de r emm i ng verhoogde naargelang de onverzadigdheid. 
- dat de vet zuren rechtstreeks en selectief toxisch zouden i nwerken op de methano -
gene fl ora . 
Doo r verdere exper imenten met o.a. gesulfoneerde c16 en c18 alcoholen besloot 
CZERKAWSKI en medew, (1966 b) dat de methaanremming te wijten is aan het effect 
van mol eculen met po l ai re en apolaire groepen , Uitgesproken ·effect op methaan-
produc t ie bekwam hi j ook met vertakte c15 en c19 vetzuren (CZERKWASKI _en medew . 
1967) . Al deze verbimi ngen zouden een meer remmende invloed uitoefenen op de me-
t haanbacter i än dan op de cellulose-afbrekende organismen,In deze reeks proeven 
werd de i nvloed van de vetzuren op vlucht ige vetzuurproductie niet onderzocht . 
Zeer recent onder zochten CZERKAWSKI en BRECKENRIDGE (1969) de invloed van lijnol i e-
hyd ro lysaat op de fermentatie van pulp en sucrose in een kunstmatige pens. Ook 
hi er werd remm i ng van de methaanproduçt i e bekomen, Door een louter toeval bewerk-
stelli gde BAUCHOP (1967 ) een totaal geremde methaanvorming in vitro met zeer lage 
concentrat i es der methaananalegen :chloroform (0,5 mM), tetrachloorkoolstof (2 mM) 
en dichloormethaan (15,8 mM). Ti jdensincubatiesmet pensvocht had hi j af te rekenen 
met _geweld i ge schuimvormi ng. Door het toevoegen van een anti -schu imm iddel werd 
methaanvorm i ng .volkomen uitgeschakeld, Daar dit product een chloroformachtige geur 
verspreiddewerden dan incuba t iesmet toevoegen van chloroform verricht, hetgeen 
r esulteerde in een dr·astische remming van methaanvorming (100 procent). Di chloor-
methaan en tetrachloorkoolstof bewerkstelligden hetzelfde effect. Als substraten 
gebruikte BAUCHOP een mengsel van co 2 - H2 of formiaat. De renimihg der .methaan -
productie ging gepaard met een aanzienlijke waterstofopstape ~· ing, , niet staechie-
metr i sch volgens de reactie ~ 
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Verder vermeldt deze auteur : •;An alternative explanation that the accumulated hy-
drogen was utilized insome otl"èrmetabolic sequence was not explored. Diversion of 
hydrogen to propionate could be of considerable economie importance". 
WOLIN en medew. (1964) vermeldden een remming van de methaanvorming uit ethylalcohol 
in incubaties van suspensies van Methanobacillus Omelianskii door toevoegen van methyl-
of benzylviologeen. Hier ook trad waterstofopstapeling op. 
DEMEYER en HENDERICKX (l967c) en DEMEYER (1967) deden eveneens een uitgebreid in 
vitro onderzoek met het doel methaanvorming in de pens selectief te remmen. Kalium-
nitraat remde methaan-, propionzuur- en boterzuurvorming uit pyruvaat, gepaard gaande 
met een verhoogde ammoniakproductie. Daar sulfaat in vitro en in vivo in de rumen 
gereduceerd wordt sulfide (LEWIS, 1954) werd gedacht dat dit methaanvorming competitief 
zou kunnen remmen. Het bleek echter dat sulfaat slechts in geringe mate de me-
thaanvorming url t pyruvaat beïnvloedt. Fumaarzuur, intermediair in de dicarboxyl-
zuurweg CFig. 2) wordt gereduceerd tot succinaat. Methaanremming door toevoegen 
van fumaraat bleek sterk afhankelijk te zijn van de gebruikte concentratie. 
Hoogst interessante resultaten werden bekomen door het toevoegen van hogere 
onverzadigde vetzuren (DEMEYER en HENDERICKX, l967a). De concentraties waarbij 
deze methaan remmen zijn van dien aard dat competitieve remming uitgesloten is, 
temeer daa1bij nader onderzoek bleek dat de hydrogenatie van de vetzuren onvolledig 
is. Optimale remming vereist een vrije carboxylgroep, hoge graad van onverzadigdheid 
en een cis-configuratie, Een duidelijk gestimuleerde propionzuurvorming uit pyru-
vaat vergezelt de methaanremming. Aanvullende experimenten bewezen dat hogere 
onverzadigde vetzuren een direct toxische invloed uitoefenen op de methaanbacteriën, 
zoals door CEERKAWSKI (1966a) gesuggereeerd. 
Tenslotte weze hier nog vermeld dat het toevoegen van antibiotica (HUNGATE en 
medew. 1955) en etherische oliën, geïsoleerd uit verschillende plantenspecies 
(Oh, 1968) resulteerde in een algemene remming van substraatafbraak in vitro. 
Chloortetracycline remde de methaanvorming door een verminderde productie van de 
intermediairen waterstof en formiaat. 
Uit dit kort literatuur-overzicht blijkt dus dat het probleem van de methaan-
remming hoofdzakelijk in vitro werd bestudeerd. Enkel CZERKÀWSKI maakt hierop een 
- ï 9 -
ui tzondering. Deze auteur verwaarloosde het aspect van de vluchtige vetzuurproduc-
tie in zijn experimenten. Anderzijds was DEMEYER (1967) de eerste die methaanremm i ng 
in verband bracht met de vorming van andere eindproducten. Dit geschiedde echter ook 
in vitro. Uit dit hoofdstuk blijkt dan dat een gelijktijdige studie in vivo van 
methaanremming en de invloed hiervan op de productie van de overige metabolieten 






3. MATERIAAL EN METHODES 
===================== 
Een groot aantal van de methodes, evenals de in vitro incubatietechniek werd 
sinds lang toegepast in het laboratorium voor Voeding en Hygiëne en opgenomen in 
het Laboratoriumhandboek (HENDERICKX, 1962; DEMEYER, 1967). 
3,1. Incubatietechniek 
Wij konden ten allen tijde beschikken over vijf gefistuleerde hamels verblijvend 
in de pro~fstal van de faculteit. Zij ontvingen tweemaal per dag een basisrantsoen 
van hooi " en krachtvoeder (40- 45% koolhydraten, andere dan ruwvezel) , De hoe-
veelheden voeder verstrekt per dag varieerden van experiment tot experiment en 
zijn verder in dit werk vermeld. 
Pensvocht werd· met behulp van een waterstraalpomp en opvangerlenmeyer (HUNGATE, 
1950) uit de fistel gezogen en onmiddellijk naar het laboratorium gebracht voor 
verdere verwerking, hetzij voor het bereiden van gewassen celsuspensies, hetzij voor 
de i ncubaties van substraten en volledig pensvocht. 
3,1 .1. Het bereiden van de gewassen celsuspensies (SYPESTEYN en ELSDEN, 1952; 
DOETSCH en medew. 1955). 
Uit rumenvocht wordt de bacteriënpopulatie gescheiden van de voederresten en 
protozoa door centrifugatie (toestel : Janetzki - T23). De bacteriën worden daarna 
gewassen met fosfaatbuffer : 0,066 M; pH 6,9. 
~i~~Q~~i~9 : 
Na monstername uit een gefistuleerd schaap wordt in het laboratorium het pens-
vocht gefiltreerd door een dubbel gaasdoek om de grote voederdelen te scheiden van 
de suspensie. Het filtraat wordt verdeeld over zes polyet~leen centrifugebuizen 
van 80 ml. en een eerste maal gecentrifugeerd bij 4000 t/m (~ 3000 g) gedurende 3 
minuten. Hierdoor worden voederdeeltjes en protozoa neergeslagen. De bovenstaande 
vloeistof wordt voorzichtig afgegoten in zes andere centrifugebuizen en 30 min .. 
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gecentrifugeerd bij 6000 t/m (~ 5000 g). De bekomen bovenstaande vloeistof wordt 
afgegoten en het neerslag opgeroerd met 60 - 70 ml fosfaatbuffer, Teneinde homogeen 
te suspenderen wordt er doorgeborreld met N2-gas (L'air liquide, 99,999% zuiver). 
Vervolgens wordt er een laatste maal gecentrifugeerd gedurende 30 minuten aan 6000 t/m. 
Het bovenstaande wordt terug afgegoten en het totale neerslag gesuspendeerd in 
40 - 50 ml. buffer, afhankelijk van de gewenste hoeveelheid en st~rkte va~ de 
celsuspensie. De bekomen suspensie wordt nu overgegoten in een glazen buis, 
voorzien van een stop met twee kranen. Opnieuw N2-gas doorborrelen gedurende 10 
minuten en daarna de suspensie bewaren onder N2 tot gebruik. In alle experimenten 
werd de celsuspensie onmiddellijk na de bereiding verder gebruikt. De voornaamste 
nadelen van deze methoden zijn echter : 
- verbreken van de interacties tussen bacteriën en protozoa. 
-verlies van bepaalde cofactoren, die wel aanwezig _ zijn in volledig pensvocht 
en noodzakelijk zijn voor bepaalde reacti~s (vb. hydrogenatie van onverzadigde 
vetzuren door celsuspensie is verschillend van deze in volledig pensvocht). 
Daarom besluit DOETSCH dat sommige resultaten met deze techniek bekomen niet recht-
streeks gelden voor de in vivo omstandigheden. Juist daarom hebben wij ernaar ge-
streefd in dit werk belangrijke in vitro experimenten te laten vergezeld gaan van 
een bevestiging in vivo. Ook ANNISON en LEWIS (1959) opperden reeds de mening dat 
in het pensonderzoek in vitro en in vivo experimenten moeten samengaan en elkander 
aanvullen. Uit dit werk zal trouwens ook blijken dat resultaten bekomen in 
vivo niet altijd dezelfde zijn als deze in vitro. 
3.1 .2. -Volledig pensvocht 
Onmiddellijk na de monstername wordt het pensvocht gefiltreerd door een dubbele 
gaasdoek, waarna het dan met substraat geîncubeerd werd. Het spreekt vanzelf dat 
hierdoor in de blanco incubaties (zonder substraat) reeds aanzienlijke hoeveelheden 
vluchtige vetzuren voorkwamen, dit in tegenstelling met deincubaties 
met celsuspensies. 
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3.1 .3. Incubaties 
Incubaties op kleine schaal werden uitgevoerd in glazen vaatjes met een volume van 
ongeveer 20 ml, Hierin werden dan 5 ml, celsuspensie gedurende meestal 3 h geïncu-
beerd met 5 ml fosfaatbuffer (0,066 M; pH 6,9) waarin een bepaalde hoeveelheid sub-
straat werd opgelost, Incubatie geschiedde in een warmwaterbad voorzien van een 
schudinstallatie, bij een amstante temperatuur van 39 °C. 
Langdurige incubaties (15 h) of incubaties op grote schaal werden verricht in 
grotere vaatjes (250 ml). Hier werden dan 15 ml celsuspensie met 15 ml fosfaat-
buffer en substraat geïncubèêr'd. Op deze 1 fde wij ze gebeurden de incuBàt ÏE~s waar 
volledig pensvocht de gewassen celsuspensie verving. 
Beide soorten vaatjes zijn voorzien van een siliconrubber tussenschot, waardoor gas-
monstername met syringe mogelijk wordt. 
Na het vullen van de vaatjes met substraat en celsuspensie of pensvocht werd het 
incubatiegas in de vaatjes gebracht door het toepassen van de evacuatietechniek van 
UMBREIT en medew. (1959). In al deze handelingendiet ernaar gestreefd te worden 
het ganse systeem zo anaëroob mogelijk te houden. Voor een precieze beschrijving 
en tekening der vaatjes verwijzen wij naar DEMEYER (1967). 
Onder iedere tabel of figuur werden de incubatie-omstandigheden beschreven, ten-
einde het lezen der tabellen toe te laten zonder telkens het hoofdstuk 11Materiaal en 
Methodes 11 te moeten raadplegen. 
3,2, Bepaling van substraat en fermentatieproducten 
3.2.1. Pyruvaat en Glucose (HAAG en DALPHIN, 1943) 
~ri~~ie~ = 
Een overmaat jodium reageert in alkalisch milieu met pyrodruivenzuur of glucose. 
Er wordt teruggetitreerd met thiosulfaat. 
~i!YQ.~!:i~g.: 
5 ml incubatiemonster worden enteiwit met 5 ml zinksulfaat (10 %) en 5 ml natrium-
hydroxyde (0,5 N) en aangelengd tot 100 ml in een kolfje. Hiervan 10 ml in een 
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erlenmeyer brengen en 25 ml I2 (0,01 N) en 5 ml NaOH (0,5 N) toevoegen. De erlen-
meyer stoppen en overnacht laten rusten in dai~re kast, Daarna aanzuren met 10 ml. 
HCl (0,1 N) en titreren met thiosulfaat (0,01 N). Een getuigemonster wordt eveneens 
uitgevoerd. 
ê~~~~~~i~g 
Pyruvaat = a 6 b x t x f x 103 = ~moles pyruvaat 
Glucose = a 2 b x t x f x 103 = ~moles g!)}vco:se ·:~ 
en a = ml gebruikt in de getuige-titratie 
b = ml gebruikt in de titratie monster 
t = titer thio 
f = verdunningsfactor 
3,2 .2. Formiaat (HINSBERG en LANG, 1957) 
~~!~'2Ü?.~ 
In niet zure oplossing varrmt. mierenzuur uit HgC1 2, HgCl dat door een overmaat I2 
terug omgezet wordt tot HgC1 2. De overmaat I2 wordt teruggetitreerd met thio. 
5 ml incubatiemonster worden enteiwit met znso4 en NaOH en aangelengd tot 50 ml. 
Hiervan wordt 5 ml in een proefbuis met schroefdop gebracht. Daaraan voegt men 5 ml 
HgC1 2 oplossing. De proefbuis wordt gedurende 30 minuten in een donker waterbad 
geplaatst bij 100°C. Dan afkoelen in water gedurende 15 minuten waarna 2 ml HCl 
(2 N), 3 ml KI (10 %) en 5 ml I2 worden toegevoegd. Daarna 10 minuten schudden op 
schudtoestel en terugtitreren met thio. Getuige meebehandelen. 
a- ~ b 
2 x t x f x 10
3 
= ~moles formiaat 
,• 
en t = titer thio b = ml thio monster 
a = ml thio getuige-titratie f = verdunningsfactor 
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3.2.3 . -Melkzuur (CONWAY, 1957) 
~ri~ç_i~~ 
In een micro-diffusiecel wordt melkzuur geoxydeerd door cerium en omgezet tot 
aceta l dehyde dat overdiffundeert en gebonden wordt door semi-carbazide, Het ge-
vormde semi-carbazon wordt spectrafotometrisch bepaald (224 mw) . 
a. Standaardreeks In de middenring van een reeks CONWAY-schalen brengt men 
resp. : 
l ,0 - 0,8 - 0,6 - 0,4 - 0,2 en 0 ml gedest. water en 
0 - 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 en l ml. standaardoplossing melkzuur(= 0-l ~mole 
melkzuur), Daarna verder behandelen zoals de monsters. 
b, ~Q~~!~r~ :In de centerring van de Conway-schaal brengt men 2 ml semi-carbazide 
oplossing, in de middenring 1 ml monster. Vervolgens in de buitenring 1,5 ml 
ceriumoplossing en in de middenr i ng lmlceriumoplossing. Het deksel aanbrengen 
en voorz i chtig ronddraaien. Dan het monster en de ceriumoplossing in elkaar laten 
lopen. Overnacht laten diffunderen. In de proefbuis brengt men dan l ml absorptie-
vloeistof en 9 ml H2o. Omschudden en transmissie meten bij 224 m~ . Aflezen van 
de ij kkurve. 
Voor deincubaties met glucose (soms aanzienlijke melkzuurvorming) werd de hoe-
veelheid melkzuur in de standaardkurve aangepast (0- 25 Umoles). 
3,2,4. Bepaling totaal stikstof in de celsuspensie of pensvocht 
Deze bepaling gebeurde volgens de micro-Kjeldahl methode zoals beschreven door 
HENDERICKX (1962). Deze waarde werd verder in de tekst uitgedrukt als T.N. = mg/ml. 
celsuspensie of pensvocht. 
3,2,5, Bepaling van de fermentatiegassen in vitro door gaschromatografie 
Waar vroeger.debepalingsmethode voor methaan zeer omslachtig was (verbranden tot 
co2, neerslaan enz ... . ) betekende dit wel een ernstige hinderpaal voor het onder-
zoek over methaanvorming en -remming. Met de ontwikkeling van de gaschromatografie 
is hier wel voorgoed een einde aan gesteld, 
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Een aliquot van de fermentatiegassen wordt met behulp van een gasdichte Hamilton syringe 
door het siliconrubbertussenschot uit de vaatjes genomen en ingespoten in de gaschro-
matograaf. De gassen worden dan gescheiden door gasabsorptiechromatografie en 
kwantitatief bepaald in de detector (katharometer), steunend op de verandering in 
warmtegeleidbaarheid van het draaggas , 
a. ~~!~~~Q:_~Q-~QQlgQfqiQ~~q~e~e.~li'l9. 
~ee.~r~~! Fisher Gas Partitioner 
Kolom 
Detector = Katharometer; brugstroom 7 mA 
Systeem 2 kolommen in serie. Dit systeem bewerkstelligt een uitstekende 
scheiding van : o2, N2, CH4 en co2. 
~~r~~~-~QlQ'!J lengte 2P, diameter l/3 11 , gevuld met silicagel, 
30 - 60 mesh. 
Tweede kolom lengte 6,5 ft, diameter 3/16 11 , gevuld met moleculair 
sieve, 30 - 60 mesh. 
~~r~iQ9.~!~'!Je~r~!~~r : kamertemperatuur 
Qr~~9.9.~~ :waterstof, debiet van 30 ml/minuut (L'air liquide, 99,99 %) 
~QQ~!~r :de ingespoten hoeveelheid bedroeg of 2,5 ml . 
~Q~l~~~~~~r + 15 minuten 
B~9.i~!r~!i~ Honeywell Recorder Electric 15 
Input : l mV 
Kaartsnelheid 30 11 /h. 
~QQ~t:~~~ Gaschromatograaf F & M, dual column system Detector ; 
katharometer , brugstroom 150 mA 
Kolom lengte 4 ft, diameter l/4 11 , gevuld met 10 cm moleculair sieve 
(vanaf i njectiepoort) 30-60 mesh; de rest is gevuld met silicagel 
30-60 mesh. Dit bewerkstelligt een scheiding in H2, mengsel N2 - 02 
en CH4. 
I~E~!:~!~~!: : kamertemperatuur 
Qr~~9.9.~~ :Argon (L'air liquide, 99,996 %) 
snelheid :20 ml/minuut. 
Monster 1 ml 
~~~l~~~q~~r : 5 minuten 
~~9i~!r~!i~_: Kipp recorder BD 1. 
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Input 1 mV. 
Kaartsnelheid : 36 cm/h. 
Na het vullen van de kolom en vóór gebruik dient de molecular sieve en silicagel 
geactiveerd. Dit gebeurt in de droogstoof, terwijl stikstofgas door de kolom stroomt 
aan 30 ml/minuut. 
-moleculair sieve 
-silicagel 
24 h bij 2l0°C, 
24 h bij ll0°C. 
Op deze wijze wordt een uitstekende scheiding van de verschillende gassen bekomen 
(fig. 6 en 7) . 
ê.~r.~~~~iQS 
Van de te bepalen gassen wordt onmiddellijk na het inspuiten van de proefmonsters 
een standaardkurve opgesteld door het inspuiten van gekende, stijgende hoeveelheden 
zuiver gas (Llair liquide : CH 4 = 99,95 %, H2 = 99,996 %). In abcis worden de vo-
lumes uitgezet (~1) terwijl in ordinaat de overeenstemmende piekhoogte opgetekend 
wordt. Zo kan men dan uit de piekhoogte van het te bepalen monster de hoeveelheid 
gas aflezen, waarna het aantal ~ moles in het vaatje berekend wordt volgens : 
~ moZes = ~z x v 
22"4 
V = volume vaatje - volume vloeistof (incubatievocht ) 
Door steeds in te spuiten met een syringe voorzien van een afsluitkraantje wordt de 
fout door drukverhoging (of verlaging) in het vaatje vermeden. Inderdaad, zodoende 
bevindt het gas in de syringe zich in dezelfde toestand als in het vaatje. Tevens wordt 
hierdoor de in evenwichtstelling van het gas in de syringe met atmosfeerdruk bij 
het overbrengen van de syringe naar de gaschromatograaf uitgeschtkéld,Bij hogere 
druk dan 1 atm. in het vaatje, resulteert deze in evenwichtstelling in een verlies 
van een gedeelte van het te analyseren gas (DESCAMPS, 1968). 
- 27 -
1 . Eerste piek van CH 4 
2. 02 
3. N2 
4, CH 4 











1 , H2 
2. Lucht 
3, CH 4 
FIGUUR 7 - Chromatagram van de 
waterstofbepaling 
Unlv. Gent 
Blblioth .. k 
fac. Lan~bou't!•· 
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3.2.6. Bepaling van het vluchtige vetzuren 
Oorspronkelijk werd voor de bepaling der vluchtige vetzuren de methode beschreven 
door JAMES en MARTIN (1952) toegepast. Naarmate het onderzoek vorderde bleek het 
noodzakelijk een minder omslachtige methode ter bepaling van deze zuren op punt 
te stellen. Na een literatuurstudie werd besloten de gaschromatografische methode 
met vlamionisatie-detectie te gebruiken (VAN EENAEME, 1965, COTTYN en BOUCQUE, 
1968), Als vloeibare faze werd Tween 80 gebruikt, met als drager Diatoport S 
( 60 - 80 mes h) , 
5 g Tween 80 en 0,5 g H3Po4 worden opgelost in 200 ml. aceton. Daarbij voegt 
men 20 g Diatoport S. Het mengsel wordt gedurende 30 minuten reflux gekookt en 
traag drooggedampt. Het drooggedamjbte mengsel wordt 15 tot 20 minuten in de 
droogstoof geplaatst bij l00°C, Daarna wordt de kolom gevuld en tijdens het 
weekeinde in de gaschromatograaf geactiveerd, bij een oventemperatuur van 
l50°C. Men schakelt hierbij de kolom los van de detector, terwijl het draag-
gas (N 2) reeds door de kolom vloeit (50 ml/minuut). Na het activeren schakelt . 
men de kolom aan de detector. 
b. ~QQ!:~~r~iq~~-~~-i~~e'!i!~~-~~~-b~!-~~~H~!: 
Ongeveer 10 ml pensvocht of incubatievloeistof worden gecentrifugeerd bij 
~ 20.000 g gedurende 15 minuten. De bovenstaande vloeistof wordt in een kolfje 
gebracht, waarna 5 druppels sterk H3Po4 worden toegevoegd, Men spuit heel pre-
cies 5 ~1 in met behulp van een Hamilton syringe (10 ~1). 
c. ~~~l~~~=C2~~t~~qi9.b~q~~ 
Ov~ntemperatuur : 122°C 
Temp. detector : 260°C 
Temp, injectiepoort : 160°C 
Kolom :diameter l/4", lengte 4 ft 
Draaggas : N2, 30 ml/minuut. 
Detector : H2, 1 ,5 kg/cm
2 ; Lucht, 2 ,0 kg/cm2 
Registratie : Kipp BOl recorder, 
Input 1 mV, 
Kaartsnelheid : 360 cmjh. 
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d. ~~c~~~QiQg 
De berekening van de samenstelling van een ingespoten monster gebeurt door het 
regelmatig inspuiten van een standaardmengsel vluchtige vetzuren met nauw-
keurig gekende samenstelling. 
Het standaardmengsel bevat per 5 ul : 0,1765 urnale azijnzuur, 0,0669 urnale 
propionzuur en 0,0871 urnale boterzuur. De hoeveelheden vluchtige vetzuren in 
het monster wordèn dan : : 
0,1765 




x Hm x f Hs = piekhoogte standaard R propionzuur 
s 
boterztiur 0,0871 
H = piekhoogte monster 
x Hm x f m H f verdunningsfactor. s = 
Indien iso-valeriaanzuur en valeriaanzuur dienden bepaald te worden, werden 
beide zuren aan de standaard toegevoegd . 
e. Q~~~c~iQ9~Q 
Dat volgens deze methode een zeer goede scheiding bekomen werd tussen de pieken 
van de verschillende vetzuren blijkt uit het chromatagram voorgesteld in fig. 8. 
Alvo~ens de methode in gebruik werd genomen, werden getest : de reproduceer-
baarheid, terugwinst en de lineariteit van de detectie. De resultaten zijn 
samengevat in tabel 3 en 4. 
Enkel€ voordelen van deze methode zijn 
-Men spuit het monster onmiddellijk als waterige oplossing in, dus geen om-
slachtige voorbereidingen meer zoals etherextractie enz .. , 
- Betere reproduceerbaarheid 
- Uitstekènde terugwinst 
-Aanzienlijke inkorting van de analyseduur (12 minuten t.o.v. 25 minuten 
vroeger) 
























TABEL 3 - Reproduceerbaarheid en terugwinst van de methode ter bepal ing van de 
vluchtige vetzuren 
,=====================-=========== 
1 Reproduceerbaarheid HAc d Hprop 
, _____________________ ----~-----ä -----------
~ Pensvocht (n = 10) 138,0 ± 1,0 56,0 ± 0,6 · 37,0 ± 0,5 8,0 ± 0,1 2,5 ± 0,1 
{ Stand. op 1 . ( n = 7) 101 ,0 ± 2 ,0 97 ,0 ± 1 ,0 113 ,0 ± 2 ,0 b 
~ Celsuspensie (n = 9) 84,0 r 0,8 34,0 ± 0,3 21,0 ± 0,3 5,4 ± 0,2 
~ Terugwin st (n = 7) 11 01,4 1: 0,7100,2 r 0,7100,1 ± 0,9100,2 ± 0,6 199,8 ± 0,7 
HVal 
===========-=========== =========== =========== 
HBot I Val 
j--------------------- ----------~ ----------- · _______________________ -----------
~ . I 
a. Piekhoogte i n mm jmi ddelbare fout (5 Jll van eenzelfde monster werd achter- ~. 
eenvo l gens n maal ingespoten) . 
b. Ni et bepaa l d 
c, Procent tePUgwi nst ' m,f, De terugwinst werd be'Jf}end door n maa l achtereen- I 
volgens drie i nspuitingen (1:n dubbel) te doen met : i 
1. Standaardmengsel (x ml) + hoeveelheid water (= y ml) (1) 
2 . Standaardmengsel (x ml) + y ml pensvocht (2) 
3. x ml water + y ml pensvocht (3) 
Terugwinst = Piekhoogte (2) - Piekhoogte (1) = Piekhoogte (3) en het 
wordt procent·isch ui tgedrukt. 
d . HAc = Azijnzuur, 






HBot = Boterzuur, { 
IVal = Iso-valeriaanzuur, ~ 
I 
. HVal = valeriaanzuur. f ========================= ======================================================== ~ 
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Pensvocht 143 a 
80 % pensvocht + 20 % H20 121 
60 % pensvocht + 40 % H2o 89 
40 % pensvocht + 60 % H2o 59 




75 % pensvocht + 25 % H2o 200 
50 % pensvocht + 50 % H2o 133 
25 % pensvocht '+ 75 % H2o 67 
--------------------------------1-------
Standaardop1ossing ! 57,5 
50 % stand .op1. + 50 % H2o 1 30,0 -------~------------------------ 1 ______ _ 
a. Piekh~ogte in mm (steeds 5 ~Z ingespoten), 
b, Niet bepaald, 
======================,======= 



























De methode is zeer gevoelig en zeer kleine hoeveelheden kunnen bepaald worden. 
- Men kan nu ook iso-valeriaanzuur en vale~iaanzuur bepalen. 
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3.3. Methode ter bepaling van de gasproductie en samenstelling van het pensvocht in 
vivo. 
Het was noodzakelijk een methode te ontwerpen welke toelaat de gasproductie en sa-
menstelling van het pensgas in vivo te bepalen, daar wij de voornaamste in vitro 
exper imenten wilden bevestigen door experimenten met het levend dier, De methode 
moest eveneens het volgen~het vluchtige vetzuurpatroon in de pens toelaten. (VAN 
NEVEL en medew. 1970b). In de literatuur zijn wel gegevens voorhanden over de 
samenstelling van pensgas, doch een gelijktijdige beschrijving van gasproductie en 
vluchtige vetzuurverhouding in éénzelfde dier wordt echter zelden aangetroffen. 
Enkel laboratoria, beschikkend over een (dure) respiratiekamer-uitrusting (BLAXTER, 
1962, FLATTen medew. 1969) kunnen hierop werken. 
ê~~~b~iJ~i~9-~~~~~~-~~~QQQ~-~~-~~~~~i~~! 
Als proefdier .fungeert een goed gefistuleerde hamel (goed sluitende fistel) gehuis-
vest i n een gewone metabolische kooi. Gedurende de experimenten ontvangt het dier 
een constant bas i s- rantsoen van hooi (400 of 500 g) en krachtvoeder (lOOof250 g) 
Di t voeder werd tweemaal per dag toegediend, juist vóór en na de metingen. Water 
is onbeperkt voorradig. De uitlaat van de fistel wordt dan door een rubberdarm 
verbonden met de open onderz0jde van twee geijkte glazen kolommen (inhoud 2,100 1 
en 2,045 l) gevuld met verdund zwavelzuur (0,1 N) en rustend in een recipiënt, ge-
vuld met dezelfde vloe istof (Figuur 9 en 10). Door de penscontracties ~ en de ver-
hoogde inwendige druk wordt het pensgas door de fistel in de rubberdarm gedreven en 
opgevangen in één van de kolommen, waardoor het gas de vloeistof in de kolom ver-
dringt. Teneinde de continuïteit van de metingen te verzekeren, werd een schakel-
systeem voorzien, dat toelaat onmiddellijk over~e schakelen van de ene kolom naar 
de andere. De tijd, nodig om een kolom volledig met gas te vullen (of de vloeistof 
volledig te verdringen) wordt nauwkeurig opgenomen. 
Het gasvolume (2,100 1 en 2,045 1) wordt steeds afgelezen bij atmosferische druk, 
d.i. als de maatstreep op de kolom en de vloeistofhoogte binnen en buiten de kolom 
op gelijke hoogte staan. Voorwaarde hierbij is dat de hoeveelheid vloeistof in het 
recipiënt gedurende de ganse proefperiode constant gehouden wordt. 
Nadat de kolom gevuld is, wordt het gas met behulp van een waterstraalpomp langs 
de bovenkant afgezogen doorheen een gaschromatograaf, waarbij automatisch een 
Figuur 9 
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3 . uit l aat voor de monster-. 
name van de vluchtige-
vetzuren 6 
4 overloop om eventueel 
uitgestoten pensvocht op 
te vangen 
5 recipiënt gevuld met H2so 
(0~1 N) 
6 glazen kolom gedeeltelijk 








FIGUUR 10- Schematische voorstelling van het systeem voor 
het bepalen en de analyse van pensgas. 
0 m 0 
0 
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fractie (0,5 ml) ontleed wordt op methaan, koolstofdioxyde, zuurstof en stikstof. 
Indien nodig kan ook een fractie van dit gas opgevangen worden in een gaspipet, 
waarna in het laboratorium het waterstofgehalte bepaald wordt. 
De metingen worden continu uitgevoerd van 8.25 h tot 16,45 h, Op deze wijze kunnen 
volgende gegevens berekend worden : 
- totale gasproductie per dag (8 uur) 
-productiesnelheid per tijdseenheid. 
- productie per dag van de gascomponenten. 
- productiesnelheid per tijdseenheid van de gascomponenten, 
-· gemiddelde samenstelling van het pensgas en verloop in de tijd, 
Er werd proefonderv i ndelijk vastgesteld dat de pensgascomponenten zich in de buis 
onderl ing zeer goed mengen. Dit werd nagegaan door monsters, genomen op verschil-
lende hoogten in de kolom te analyseren . 
Aan de fistel is een tweede uitlaat in rubberdarm voorzien welke toelaat met een 
pipet pensvochtmonsters te nemen tijdens de gasbepalingen (fig. 10), Doordat 
deze rubberdarm goed spant over de pipet (50 ml) wordt de gasbepaling niet ge-
stoord, Monstername van het pensvocht geschiedt steeds op dezelfde plaats i n de 
rumen doordat de pipet steeds op dezelfde wijze door de fistel in de pens wordt 
gebracht. Dit pensvocht kan dan verder gebruikt worden voor in vitro incubaties, 
bepaling van de vluchtige vetzuren, pH, melkzuur en ammoniak, Monstername geschiedde 
vier tot vijfmaal per dag zoals verder in de proeven beschreven. De methode ter be-
pal i ng van de vluchtige vetzuren werd reeds beschreven, terwijl de pH van het pens-
vocht gemeten werd met een pH-meter Radiometer type pHc 26. 
Ter illustratie worden hier een paar resultaten besproken, bekomen volgens deze 
methode. Gedurende elf dagen werd de gasproductie gemeten, terwijl 4 maal per dag, 
om 8,30 h, 10,30 h, 13.30 hen 15.30 h, de verhouding der vluchtige vetzuren in de 
pens werd bepaald, Tabel 5 geeft de gemiddelde gasproduktie, gassamenstelling, 
totale concentratie der vluchtige vetzuren, pH en vetzuurpatroon per dag weer. Op 
bepaalde tijdstippen werd op 1 ml pensgas het waterstofgehalte bepaald, Dit gas 
werd slechts in zeer geringe hoeveelheden gevonden (0,1 tot 0,4 %) en zodoende 
verder verwaarloosd. Dit is in overeenstemming met de 
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TABEL 5 -TOTALE GASPRODUCTIE, GASSAMENSTELLING, CONCENTRATIE EN SAMENSTELLING 






bepaald Gemiddelde samenstelling van pensgas (%) 
--------------- ---------- ---------- ---------+ --------- ----------------------
( 1/8 h) 
30 ,3 t 1 ,6a 29,3 ± 0,2 52,9 ± 0,5 14,9 ± 0,4 2,9 ± 0,1 
=============== ==========-========== ==========-=========-====================== 
b Totaal v.v.z. Samenstelling der v.v.z. (mola ir%) 
mmol es/100 ml- · Az ij nz. Propionz , 
- __ Q.Eê_Q~ 'l.Q.Ç.I}t__ --
----------
----------
9,6 i 0,2 74,0 !: 0,3 15 '7 ± 0,2 
a = GemiddeldE± m-Z:dde lbare fout. 
b = v.v.z. = v lucht i ge vetzuren 
Boterz. IsoValz. Valz, 
--------- ---------- ----------
9,0 l: 0,3 0,9 ± 0,06 0,4 ± 0,09 
pH 
-----------
6,79 ± 0,03 
=================================================== ============================== 
Univ. Gent 
BI bi lotheek 
fact. la Adbouww. 
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literatuurgegevens. Het betrekkelijk hoog percentage zuurstof en stikstof, verge-
leken met de resultaten bekomen door Me ARTHURen MILTIMORE (1961), kan te wijten -
zijn aan een luchtbesmetting tijdens het verzamelen van de eerste gaskolom lucht 
aanwezig in het rubberdarm-systeem wordt opgevangen en bepaald samen met het pens-
gas, Inderdaad , het gehalte aan o2 en N2 in de gasmonsters opgevangen één of twee 
uur na voederen is aanzienlijk lager dan dit in het eerste monster, genomen onm id-
dellijk vóór voederen, nl. voor resp. o2 en N2 : 8,6% en 1,6% t.o.v. 44,4% en 
11,4 %. Dit gehalte aan lucht is niet overdreven hoog, daar CZERKAWSKI en CLAPPER-
TON (1968) vonden dat stikstof- en zuurstofgehalte variëren tijdens de tijd na 
I I 
voederen. Onmiddellijk voor voederen bepaalden deze auteur.s 6,5 % 02 en 36,2 % N2, 
terwijl tussen 3 en 4 uur na voederen dit gehalte daalde tot resp. 1,3 %en 6,0 %. 
Uit de gegevens i n tabel 5 kan men een gemiddelde methaanproductie berekenen van 
0 ,40 moles/8 h. Alhoewel gasproductie, berekend in moles/8 h moe ili jk kan omge-
rekend worden tot moles/24 h, bl i jkt ons cijfer wel iets lager te zijn dan de 
waarde bekomen door BLAXTER en CLAPPERTON (1965) welke een methaanproductie van 
1,30 moles/24 h bepaalden. SWIFT en medew. (1969) bepaalden het verband tussen de 
methaanproductie en de droge stof-opname. Door interpretatie van hun grafiek von-
den wij voor onze voederomstandigheden een theoretische waarde voor de methaan-
productie van 1,42 moles/24 h, hetgeen opnieuw iets hoger ligt dan de door ons ge-
vonden waarde. LENG (1 970) berekende de productiesnelheid der vluchtige vetzuren 
in de pens van een schaap, continu gevoederd met 800 g luzerne per dag. Uit deze 
gegevens kon een methaanproductie berekend wo~den (WOLIN, 1960) van l ,44 nloles/24 h. 
Globaal genomen blijkt dan dat met de beschreven methode het grootste deel van het 
geproduceerde pensgas werkelijk wordt opgevangen. Het gedeelte van het gas dat 
met de ructus ontsnapt is waarschijnlijk klein. Dit laatste wordt ondersteund door 
het feit dat de ructus-frequentie tijdens onze experimenten kan verlaagdworden door 
de verlaagde inwendige druk in de pens (Me. CAULEY en DZUIK, 1965). Volledigsheids-
halve moet hier nog aan toegevoegd worden dat 1 tot 10 procent van het gevormde 
methaan kan uitgeademd worden na absorptie van het voormagencomplex (DOUGHERTY en 
medew. 1964). 
Aan de hand van deze techniek kan men de gasproduktie cumulatief t.o.v. de tijd 
grafisch voorstellen. Door lineaire interpolatie kan men dan productiesnelheid 
per tijdseenheid berekenen (1/h). Dit laat dan toe het specifieke effect van 
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bepaalde additieven te volgen, gesitueerd in het tijdsverloop na voederen, Fig. 11 
toont de verandering in methaanproductiesnelheid en vluchtige vetzuurconcentratie 
t,o,v, tijd na voederen. In overeenstemming met de literatuurgegevens (BLAXTER, 
1962; WOEHLBIER en SCHEIDER, 1961) wordt een maximum productiesnelheid voor 
methaan waargenomen kort na voederen, terwijl een tweede piek optreedt omtrent 
4-5 uur na voedertijd, Maximum methaanproductie gaat ook gepaard met de hoogste 
prop ionaat/acetaat verhouding, Figuur 12 illustreert het effect van infusie van 
chloralhydraat op methaanvorming en propionzuurconcentratie , 
Omtrent één uur na het toed ienen van chloralhydraat i s de methaanproductie volle-
dig geremd, terwi jl prop ionzuurconcentratie onmiddellijk stijgt om na 5 uur een 
max imum te bereiken. Uit deze resultaten ter illustratie blijkt dat met deze 
relat i ef eenvoudige methode, methaanproductie en vluchtige vetzuurconcentratie 
in één dier kunnen gevolgd worden. Bepaalde additieven kunnen rechtstreeks i n 
de pens gebracht worden zonder dat hierbij de bepalingen gestoord worden. Hun ef-
fect op methaan en prop ionzuur kan bestudeerd worden . Nadeel blijkt echter het ver-
lies van een fract i e van het gepr;oduceerde gas door ructus of uitadem i ng, Stippen 
wij ook aan dat een zeer nauwkeu ri g bepalen van de methaanvorm i ng niet het uit-
ei ndelijke doel was. De methode werd ontworpen om het effect van additieven op 
de rumenfermenta tie aan te to10en ,: . 

























15 16 tijd 
FIGUUR 11 - Methaanproduct i esnelheid en concentratie der vluchtige vet-
zuren t,o,v, de tijd na voederen (Gemiddelde waarden, bere-
kend voor een proefperiode van 11 dagen). 
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FIGUUR 12 -Effect van chloralhydraat (C H) op methaanproductie en molair 
procent van propionzuur in de pens. 
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4. RESULTATEN EN DISCUSSIE 
======================= 
4.1. Bevestiging van het effect van ltholiehydrolysaat op methaanvorming in vivo. 
CZERKAWSKI en medew, (1966a) bekwamen een aanzienlijke remming van de methaanvor-
ming in vivo door infusie van onverzadigde vetzuren in de rumen van gefistuleerde 
schapen. Gelijktijdig met deze auteurs vondén DEMEYER (1967) en DEMEYER en HENDE-
RICKX (1966; l967a) eenzelfde effect in vitro door toedienen van lijnoliehydroly-
saat aan incubaties van gemengde rumenbacteriën met als substraat pyruvaat. Beide 
auteurs besloten dat deze onverzadigde vetzuren een specifiek toxische invloed uit-
oefenen op de methaanproducerende flora. Hierdoor zou in de rumen de verhouding 
van de verschillende bacteriën, in competitie voor substraat, gewijzigd worden. 
Uit de in vitro resultaten bleek eveneens dat methaanremming een gestimuleerde pro-
pionzuurproductie voor gevolg had, waarschijnlijk ten gevolge van een verschuiving 
in de bacteriële flora : een remming van de methaanbacteriën zou resulteren in een 
gestimuleerde groei van de propionzuurproducerende bacteriën. 
Hieruit kunnen we dus besluiten dat in de experimenten van CZERKAWSKI en medew. 
(l966a) de methaan~emming in vivo gepaard moet gaan met een stijging van de 
propionzuurproductie. Niettegenstaande de auteurs in hun proeven vluchtige vet-
zuurbepalingen hebben uitgevoerd, wordt dit a~~ect in hun werk verder verwaarloosd. 
Nergens wordt een resultaat van deze analyses vermeld. In vroegere experimenten 
in vivo vonden SHAW en ENSOR (1959), NOTTLE en ROOK (1963) en ROBERTSON en HAWKE 
(1964) een verhoging in de molaire proportie van propionzuur door het incorporeren 
van onverzadigde oliën in het rantsoen. Voor zover wij echter weten is in de lite-
ratuur geen enkel gegeven voor-handen over het gelijktijdig effect van onverza-
digde vetzuren op methaan- en propionzuurvorming in vivo in hetzelfde dier. Om 
dit effect te kunnen aantonen hebben wij volgende proef uitgevoerd. 
4.1 .l. Proefopzet 
De proef werd ingedeeld in verscheidene periodes : 
- Eerste controleperiode (17 dagen) met als rantsoenen 250 g krachtvoeder en 
300 g hooi, tweemaal per dag verstrekt{ om 8.30 hen 17 h). 
-Eerste infusieperiode (7 dagen) waarbij iedere morgen, juist voor het voederen 
6 g lijnoliehydrolysaat langs de fistel werd toegediend. 
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-Tweede infusieperiode (18 dagen) : de toegediende hoeveelheid lijnoliehydroly-
saat werd verhoogd tot 30 g, 
-Tweede kontroleperiode (18 dagen) met als rantsoen het basisrantsoen. 
Tijdens deze vier periodes werden volgen1pe metingen en bepalingen uitgevoerd 
-dagelijks gasproductie en gemiddelde samenstelling van het pensgas, Om 8,30 h 
9.30, ll .30 h, 13,30 en 15.30 h, werden pensvochtmonsters genomen en vluchtige 
vetzuren, pH en melkzuur bepaald. 
Juist voor de infusie werd het lijnoliehydrolysaat, dat bewaard werd bij -l5°C, 
geëmulgeerd in 10 ml HCl lN en 25 ml NaOH 0,4 N met behulp van een Bühler homo-
genisator (30.000 t/m, gedurende 30 seconden), 
Het lijnoliehydrolysaat (Oléochim-Brussel) had volgende samenstelling 
c 16 ;0 = 6,6 % 
c 18:0 = 5,7% 
c 18:1 = 17,7 % 
c 18:2 = 18,8 % 
c 18:3 = 51 ,2 % 
Tabel 6 geeft het proefschema weer. 
4,1 .2, Resultaten 
@~~erQ~l!<2!i~ 
Gedurende de eerste kontroleperiode werd voor de 17 proefdagen een gemiddelde gas-
productie van 23,4 liter/ 8 h\ berekend. (M.F. (1) = _:t 0,6 l/8 h). De gemiddelde 
samenstelling van het pensgas was als volgt : co21 59,0 %; CH4,24,4 %; N2,13,8% 
en 0~ 2,8 %~ y~rscheidene bepalingen van het waterstofgehalte toonden aan dat dit 
varieerde van 0,02 tot 0,9 %, waarna dit verder in de berekeningen werd verwaar-
loosd. 
(1) M.F. = Middelbare fout. 
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Hoeveelheid L.O.H. Aanta~ 
verstrekt (g/dag) 
dagen waarop de bepalingen 
gebeurden 
gassen v.v.z. totale analyse v.v.z. 
17 17 85 
6 7 7 35 
30 15 15 75 
18 16 80 
a, L.O.H, = LijnoZiehydrolysaat 
================================================================================= 
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In tabel 7 zijn de resultaten van de gasbepalingen tijdens de verschillende perio-
den samengevat. 
Het is duidelijk dat het toedienen van 6 g lijnoliehydrolysaat per dag de gaspro-
duktie en gassamenstelling slechts in geringe mate beïnvloedt. Verhoging van de 
toegediende hoeveelheid tot 30 g veroorzaakt een aanzienlijke vermindering van 
methaan-, koolstofdioxyde-en totale gasproductie. Uit figuur 13 blijkt dat de 
variatie voor de dagelijkse CH4 en co2-productie tijdens de laatste twee periodes 
groter wordt. De onregelmatige variatie in de rumenflora, gevolg van de niet 
continue infusie der vetzuren (tijdens het weekeinde werd zelfs niet geïnfuseerd), 
kan hiervoor een reden zijn. De grote variaties in de laatste periode wijst op een 
lange nawerking van de vetzuren. Er is , echter geen enkele twijfel omtrent de rem-
ming der methaanproductie door toed~en van lijnoliehydrolysaat. Na stopzetting 
van de infusie stijgt de gasproduktie, alhoewel de waarde: uit de eerste blanka-
periode niet meer bereikt wordt. Overeenkomstig met vroegere in vitro proeven 
(DEMEYER en HENDERICKX, l967a) werd geen productie van waterstofgas waargenomen. 
~l~ç~!is~-~~!~~r~~L-2~-~~-~~!~~~~r 
Daar voor de verschillende monsternamenper dag slechts een kleine variatie in de 
molaire procenten van de vluchtige vetzuren werd waargenomen, (figuur 14), werd 
voor ieder zuur de gemiddelde waarde per dag berekend. De resultaten hiervan vindt 
men in figuur 15, De gemiddelde molaire samenstelling der vluchtige vetzuren, 
totale hoeveelheid vluchtige vetzuren per 100 ml pensvocht en de pH-waarde voor 
iedere proefperiode zijn voorgesteld in tabel 8. 
Het toedienen van 30 g lijnoliehydrolysaat resulteert in een aanzienlijke stij-
ging van de propionzuurconcentratie, terwijl ~zijnzuur- en boterzuurconcentraties 
gevoelig dalen. De concentratie der totaal vluchtige vetzuren en de pH blijft 
praktisch onveranderd gedurende het ganse experiment. 
In de controleperiodes werd geen melkzuur gevonden, terwijl tijdens de tweede 
infusieperiode 10 tot 100 ~moles per 100 ml pensvocht konden bepaald· worden. 
Dit duidt aan dat er geen melkzuuropstapeling plaats vond, (JAYASURIYA en HUNGATE, 
1959; BAAY, 1959). 
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TABEL 7 - Gemiddelde gasproductie en productie van CH4 en co2 
t i jdens de proefperioden 
=============================== =====================================r======== 




P kontrole 23,4 ± 0,6 13,8 ± 0,4 5,7 ± 0,2 2,42 
infusie 6 g 24,9 :t 1 ,4 14 '7 ± 0,9 5,9 ± 0,4 2,49 
infusie 30 g 13,3 ± 1 '7 6,6 ± 1 ,0 1 ,9 .± 0,3 3,48 
2° kontrole 18 '1 ± 1 ,2 10,7 ± 0,7 4,0 ± 0,3 2,67 
(1) =M.F.= Middetbare fout 
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TABEL 8- Totale concentratie, molaire samenstelling van de vluchtige vetzuren 
en pH in pensvocht tijdens de verschillende proefperiodes (gemiddelde 
+ M .F,) • 
..... 
~========================== ================================================== 
Molair % v.v.z. 
-------------- ----------- ----------- ------------- ------------ -----------
Totaal vvz 
p e r i 0 d e mmoles/100 Azijnzuur Propionzuur Boterzuur pH 
ml 
-------------- ----------- ----------- ------------ ------------ -----------
1 0 Kontrole 6,0 i 0 '1 66,9 i 0,3 21 ,5 i 0,4 11 ,6 ± 0,3 6,87 i 0,0 
Infusie 6 g 5,3 ± 0 ,2 64,5 ± 0,5 24,2 i 0,5 11 ,3 ± 0,3 6,94 ± 0,0 
Infusie 30 g 5,5 ± 0,2 54,3 ± 0,6 40,4 ± 0,8 5,3 ± 0,3 6,84 ± 0,0 
2c Kontrole 5,5 ± 0 '1 68 '1 ± 0,6 22,2 ± 0,6 9,7 i 0,3 6,73 i 0,0 
============== ----------- ------------ ------------ ------------ -----------
------------ ------------ ------------
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4.1 .3. Bespreking van de resultaten 
Zoals kan afgeleid worden uit de theoretische reacties van de koolhydraatafbraak 
in de rumen, gaat methaanr~~ming door onverzadigde vetzuren gepaard met een aan-
zienlijke verhoging van het propionzuurgehalte. 
De resultaten van CZERKAWSKI en medew. (1966a) worden door deze proeven bevestigd 
en aangevuld. 
De remming van de methaanvorming is ook hier waarschijnlijk te wijten aan een se-
lectief-toxische invloed van de onverzadigde vetzuren op de methanogene flora, 
zoals voorgesteld door CZERKAWSKI en medew. (1966a), en aangetoond door DEMEYER 
en HENDERICKX (l967a) in vitro. 
Nochthans blijkt dat in vivo hogere concentraties moeten toegediend worden. Men 
kan i nderdaad berekenen dat in vivo de remmende hoeveelheid lijnoliehydrolysaat 
10 tot 20 maal hoger is dan deze gebruikt in vitro. 
De aanz i enlijke propionzuurverhoging kan het gevolg zijn van een veranderde ver-
houding van de micro6rganismeo , onder invloed van de onverzadigde vetzuren: remming 
van de methaanbacter i Än zou indirect resulteren in een verhoogde activiteit van de 
propionzuurvormers. 
CZERKAWSKI berekende dat de door de vetzuren verminderde ruwvezelverteerbaarheid 
ruim overtroffen wordt door de verhoging van de metaboliseerbare energie van het 
basisrantsoen (propionzuur stijgt). De verminderde fermentatie in de pens resul-
teert in een, voor bepaalde rantsoenen, verhoogde beschikbaarheid van gemakkelijk 
verteerbare koolhydraten in het lager gedeelte van het spijsverteringskanaal 
(ORSKOV en medew. 1968), . di e geabsorbeerd worden als glucose (WRIGHT en medew. 
1966). Een nadelig effect van onverzadigde vetzuren is de, bij bepaalde concentra-
ties, geremde eitwitsynthese zoals door ons in v1tro aangetoond (VAN NEVEL en medew. 
1969). Reeds vroeger werd vastgesteld dat het toevoegen van bepaalde oliën (lijn-
zaadolie, levertraanolie) het propionzuurgehalte in de pens kan verhogen (SHAW 
en ENSOR, 1959; NOTTLE en ROOK, 1963; ROBffiTSON & HAWKE, 1964). Daarentegen werd 
in andere proeven geen effect van oliën op de propionzuurconcentratie waargenomen 
(BEITZ en DAVIS, 1964; BROSTER en medew. 1965). In al deze gevallen werden geen 
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vetzuren, doch vetzuuresters toegediend, Slechts na hydrolyse kunnen deze esters ac-
tief inwerken op de methaanvorming (DEMEYER, 1967~: . Er schijnen momenteel aan-
wijzingen te zijn (DEMEYER, ongepubliceerde resultaten) dat deze hydrolyse kan 
beïnvloed worden door de aard van het rantsoen, waardoor de tegenspraak in boven-
vermelde resultaten zou kunnen verklaard worden, Zo vermelden HAWKE en ROBERTSON 
(1964) dat vetzuurhydrogenatie, een proces dat onmiddellijk volgt op de hydrolyse 
van de vetzuuresters in de pens, aanzienlijk geremd kan worden door het verhogen 
van het gehalte aan gemakkelijk verteerbare koolhydraten in het rantsoen. 
4,1 .4. Het effect van verscheidene vetzuurderivaten op methaan- en propionproductie 
in vitro 
DEMEYER (1967) en DEMEYER en HENDERICKX (1967a) vonden dat voor methaanremming door 
onverzadigde vetzuren de vrije carboxylgroep een noodzaak was. Hierbij aansluitend 
hebben wij het effect van verscheidene vetzuurderivaten op methaan- en propion-
zuurproductie onderzocht (VAN NEVEL en medew. 1971). De resultaten vindt men in 
tabel 9. De substitutie van de carboxylgroep van oliezuur door een amide, amine, 
hydroxylgroep of het invoeren van een tweede alky1keten zoals in oleon resulteert 
in een verminderen of opheffen van het methaanremmend vermogen, Dit wijst erop dat 
methaanremming niet uitsluitend te wijten is aan moleculen welke polaire en apo-
laire groepen bezitten (CZERKAWSKI en medew. 1966b), doch in het geval van de vet-
zuren te wijten is aan de niet geïoniseerde carboxylgroep (DEMEYER en medew. 1967). 
Het vervangen van eenH-atoom door een OH-groep op de c12 in oliezuur (ricinol-
zuur) resulteert in een vermeerdering van het methaanremmend effect, vergelijkbaar 
met dit van lijnoliehydrolysaat. 
Toevoegen van anacardiumzuren (8-An 15:1 en 8,11 ,14-An 15:3 (l)) heeft een drastische 
methaanremming voor gevolg, terwijl de propionzuurproductie verdubbeld wordt. Ana-
cardiumzuren zijn salicylzuren, met als substituent op de 6-plaats een verzadigde 
of onverzadigde alkylketen (GELLERMAN en SCHLENK, 1968). 
(1) Anacardiumzuren werden ons bereidwillig ter beschikking gesteld door Dr. H. 
SCHLENK~ The Hormel Instit~te Austin~ Minnesota. 
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TABEL 9 - Effect van vetzuurderivaten op de eindprodukten van de koolhydraataf-
braak in vitroa 
-------------------- -------------------------------------------- --------------
-------------------- --------------
Eindprodukten gevormdb Hexose gemeta-
Onderzochte ver- bo1iseerd binding ---------- ---------- ----------- ----------
CH4 Azijnzuur Propionzuur Boterzuur (% van de ge-
-------------------- ---------- ---------- ----------- ----------
____ t'di9~L ___ 
b 
Getuige 47,4 ± 7,4 100,8±14,7 42,5 ± 7 , 1 28,4 ± 3,7 100 
01iezuurc 27,4 ± o·,2 84,5±10,2 54,8 ± 8,4 30,0 ± 2,6 106 ± 6 
01eamide 59,6 t 6,8 1 03 '1 ± 17 '9 37,7 ± 7,6 30,6 t 4,9 87 ± 12 
Oley1 alcohol 33,4 ± 8,3 96,0 ± 3,7 40,6 ± 7,3 31 '1 ± 3 '1 69 ± 11 
Oleylamine 61 ,3 ± 9,4 96,0 ±16,4 40 '1 ± 8,9 31 '7 ± 4,0 85 ± 5 
Anacardiumzuur 15:1 5 ,9 ± 1 ,3 87,4±10,9 84,6 ± 5,8 13 ,9 ± 2,0 100 ± 2 
Anacardiumzuur 15:3 2 '7 ± 0,8 92,8 ± 7 ,2 84,8 ± 5,9 11 ,3 ± 1 '1 102 :t 1 
Ol eon 39,8 ±l 0,4 104,7 ±12,3 38 '1 ± 5,0 28 '1 ± 3,9 114 ± 4 
Ricinolzuur 17 ,5 ± 2,7 97,6 ±10,4 56,3 ± 7 '1 22,9 ± 2,8 140 ± 3 
Lijno1iehydrolysaatc 16 ,4 ± 2,9 85,3 ± 9 '1 75,0 ± 12 ,2 20,2 ± 1 '6 118 ± 7 
a, 5 ml volledig pensvocht werden gedurende 4h onder co2 geincubeerd met 5 ml 
buffer en 25 ~moles van de te onderzoeken verbinding (2 proeven ) . In een der-
de proef werd 1-5 ml buffer en 15 ml pensvocht gebruikt. 
b, ~moles/100 ~moles hexose gemetaboliseerd (berekend uit de vluchti ge vetzuren ) 
Gemiddelde ± M.F. 
c. Oliezuur en lijnoliehydrolysaat werden t er vergelijking in de proef betrokken 
================================================================================ 




Waarschijnlijk oefenen deze zuren een toxische invloed uit op de methaanbacte-
riën , Inderdaad, een toxisch effect op verschillende microörganismen werd reeds 
gepubliceerd (GELLERMAN en medew. 1969). Het bleek dat Gram-positieve organismen 
meer gevoelig zijn dan de Gram-negatieve . 
Ook i n deze incubaties .ging methaanremming steeds verg~zeld van een propionzuur-
stimulatie. 
4.1 .5. Samenvatting en besluit 
Er werd aangetoond dat het toedienen van onverzadigde vetzuren in de rumen in 
vivo een aanzienlijke remming van de methaanproductie voor gevolg heeft. Dit is 
dan een bevestiging van het vroeger uitgevoerde in vitro onderzoek door incuba-
t ies van gemengde rumenbacteriën met pyruvaat als substraat. 
Er wordt aangenomen dat deze onverzadigde vetzuren selectief toxisch inwerken op 
de methanogene flora . Hierdoor zou de activiteit der propionzuurvormende bacte-
riën verhoogd worden, zoals gesuggereerd door de hogere concentraties aan propion-
zuur, gevonden na het toedienen van lijnoliehydrolysaat. 
In vitro werd dan het effect van verscheidene vetzuurderivaten onderzocht. Hier-
uit bleek de noodzakelijkheid van een vrije carboxylgroep. Interessante resulta-
ten werden bekomen door toevoegen van anacardiumzuren. Ook in deze proeven ging 
methaanremming steeds gepaard met propionzuurstimulatie. 
4,2 , Inleiding tot de verdere experimenten 
Zoals uit de resultaten blijkt, werd in de tot hiertoe beschreven experimenten 
proefondervindelijk een omgekeerde relatie tussen methaan- en propionzuurvorming 
waargenomen. 
Bij het beschouwen van de vormingswegen der eind~rodukten van het koolhydraat-
metabolisme in de pens (WOLIN, 1960; HUNGATE, MAH en SIMESEN, 1961; HUNGATE, 
1966; DEMEYER, 1967 en LENG, 1970) kan men inderdaad aanwijzigingen vinden dat 
een geremde methaanvorming zou kunnen gepaard gaan met een gestimu~eerde propion-
zuurvorming. In een normale rumenfermentatie wordt metabolische waterstof, gepro-
duceerd door de oxydatieprocessen, voornamelijk gebruikt in de vorming van methaan 
en propionzuur. Een remming van methaanvorming zou dan inderdaad gekoppeld kunnen 
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zijn aan een meerproductie van een ander gereduceerd eindprodukt, zoals propion-
zuur, teneinde de oxydatie-reductie balans in evenwicht te houden. 
Deze vaststelling is zeer behulpzaam gebleken in de studie van de methaanremming, 
Als deze relatie inderdaad werkelijkheid is, dan is het vermoedelijk zo dat pro-
dukten welke in de literatuur gekend zijn ·als propionzuurstimulantia (bv, de 
therapeutica tegen acetonemie) gelijktijdig een remmende invloed zullen uitoefenen 
op de methaanproductie. Zodoende werd dan het onderzoek over de methaanremming 
fel bevorderd. Anderzijds zullen verbindingen, reeds eerder gekend als methaan-
remmend , gelijkt ijdig een propionzuurstimulatie bewerkstellingen. 
In dit werk zal nu verder getracht worden : 
1. Methaanvorming te remmen door toevoegen van allerlei additieven. Hiervoor werd 
in de literatuur gezocht naar propionzuurstimulerende middelen. Hiervan werden 
ui tgebreid onderzocht : chloralhydraat, natriumsulfiet _en het verhogen van het 
gehalte aan gemakkel i jk verteerbare koolhydraten in het rantsoen, 
Anderzijds werden de methaananalegen o,a. chloroform en tetrachloorkoolstof, 
bekend als methaanr emmend, meer uitgebreid onderzocht. 
Zodoende wordt de omgekeerde relatie tussen methaan en propionzuurvorming ver-
der aangetoond. 
2, Een mogelijke verklaring voor deze relatie te geven. 
4.3. De remming van de methaanproductie door chloralhydraat 
Prins (1965, 1967) en Prins en SEEKLES (1968) vermelden dat het toedienen van 
chloralhydraat aan herkauwers als therapeuticum in de behandeling van acetonemie, 
de productie van propionzuur in de pens doet stijgen, Indien de in de proeven met 
onverzadigde vetzuren waargenomen omgekeerde relatie tussen methaan- en propion-
zuurvorming ook hier geldt, dan kan voorspeld worden dat het effect van chloralAy-
draat op propionzuur waarschijnlijk gepaard gaat met een remmende werking op de 
methaanproductie. Teneinde dit te onderzoeken werd het effect van chloraJ~draa~ op 
methaan- en propionzuurvorming zeer uitgebreid in vitro en in vivo onderzocht. 
L 
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4,3,1. In vi troproeven 
Irr~lq~q-~~rr-~~lqr~lb~qr~~~-qe_~~~b~~rrerqq~~~i~-~i~_fqr~i~~~ 
Het toevoegen van chloralhydraat aan incubaties van gemengde rumenbacteriën, met 
form.iaat als substraat, bewerkstelligt een volledige remming der methaanvorm i ng 
(tabel 10) , Substraatafbraak wordt eveneens geremd, terwi jl waterstofopstapeling 
plaats grijpt, DESCAMPS (1968) vond hetzelfde effect op methaanvorming uit een 
gasmengsel co2-H2 (resp . 80 en 20 %). 
Irr~lQ~q-~~rr-~blqr~lb~qr~~~-Qe_~~~b~~rr=-~rr-~l~~b~ig~-~~~~~~r~Qr~irrg_~i~-e~r~~~~~ 
. Chloralhydraat remt drastisch de methaanvorming uit pyruvaat, terwi jl de sub-
straatafbraak in mi ndere mate beïnvloed wordt (fig. 16) . 
Analyse van de eindproducten van verscheidene incubaties toonde aan dat de rem-
ming der methaanproduct i e gepaard ging met een aanz ienl i jke waterstof opstapeling 
en een vermeerderi ng van de propionzuurproduct i e. Dit laatste effect kwam sterker 
tot ui t i ng i n de i ncubaties onder koolstofd ioxyde met een incubat i eduur van 15 
uur (tabel 11), 
Het gunst ig effect va n koolstofdioxyde werd reeds vroeger vastgesteld door 
DEMEYER (1967) en DEMEYER en HENDERICKX{l967b), i n i ncubaties van gemengde rumen-
bacteriën met glucose. Inderdaad, onder stikstof stapelden grote hoeveelheden 
melkzuur op, terwi jl onder koolstofdioxyde de propionzuurvorming daarentegen ge-
weld ig steeg. 
In deze proeven werd geen opstapeling van melkzuur waargenomen, 
Irr~lq~q-~~rr-~blQr~lb~qr~~~-Qe_irr~~~~~i~~-~~~-gl~~Q~~-~1~-~~~~!r~~! 
Cloralhydraat remt de methaanvorming uit glucose onder stikstof, terwijl water-
stofgas opstapelt. In plaats van een stimulatie der propionzuurvorming werd hier 
een algemene remming der vluchtige vetzuurproductie waargenomen. Grote hoeveel-
heden melkzuur werden aangetoond (tabel 12), De remming der vluchtige vetzuur-
vorming is waarschijnlijk te wijten aan de sterk verlaagde pH-waarde, door de 
vorming van de grote hoeveelheden melkzuur (tabel 13). Het toevoegen van chlor-
alhydraat schijnt deze melkzuurvorming te stimuleren, Dit werd eveneens veronder-
steld door PRINS (1967), die tevens vaststelde dat de aanwezigheid van chloralhydraat 
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TABEL 10 - Effect van ch1ora1hydraat op methaanvorming uit formiaat 
======================== ======================================================~= 
Formiaat Eindprodukten gevormda 
Toegevoegd Afgebroken Methaan Waterstof 
------------------------ ------------- ------------ ------------- --------------· 
-CH +CH -CH +CH -CH +CH 
------------- ------------- ------------ -------------
-------------.... -
553 530 199 17,6 0,3 0 '1 20,7 
535 462 138 15,8 0,3 0,3 32,8 
520 490 178 19 ,8 0 '1 0,5 30,5 
----------- ------------- ------------ ------------ ------------- ---------------
a. Uitgedrukt al s ~moles/100 ~moles formiaat afgebroken. 5 ml gewassen celsuspen-
sie werden ge fncube erd met 5 ml buffer. In de incubaties met chloralhydraat 
(CB) werd hiervan 0~3 ~moles per ml incubatievloeistof toegediend. 
Incubatieduur = 3 h. 
Incubatiegas - N 
- 2 









0 ,2 0,4 
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I CH 4 gevormd 
0 Pyruvaat afgebroken 
(%t.o.v. getuige) 
0,6 0,8 1 ,0 
C H(llmoles/m1 incubatiev1oeistof) 
15 ml celsuspensie werden gedurende 15 h ge~ncubeerd met 15 ml 
buffer~ bevattend 1000 \lmoles pyruvaat, Incubatiegas : 60 % co2-
~0 % N2, Stijgende hoeveelheden chloralhydraat ,werden toegevoegd 
zoals aangeduid op de figuur. Methaanvorming en pyruvaatafbraak 
werden procentisch uitgedrukt t.o.v. incubatie zonder chloralhy-
draat (afbraak pyruvaat in deze getuige was 860 \lmoles = 100 %). 
FIGUUR 16 - Effect van ch1ora1hydraat(C Hjop methaanvorming van gemengde 
rumenbacteriën uit pyruvaat, 
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TABEL 11 - Effect van ch1ora1hydraat op incubatiesmet pyruvaat als substraat 
==== ::: ==== 
Inc. 







a , = CH = 
======= =========-========~=========================================== 
Pyruvaat Gevormde eindproduktenb 
CH toe- afgebroke -------- -------- -------- -------- -------- ---------gevoegd 
(~o1es) CH4 C02 H2 Azijnz. Propionz Boterz. 
-------
---------
-------- -------- -------- -------- --------
---------c 
0 734 ±154 15 ,9 ±0 ,5 69,2 ±4,8 0 88,7 ±6,3 8,5 ±0,6 3,5±0,3 
1 ,0 618 ±202 0,2 ±0,1 80,2 ±4,6 37 ,0 ±7,9 77 ,4±1 ,0 10,0±1,3 3,5 ±1,1 
0 837 ± 6 16,7 ±0,8 75,1±2,3 0 88 ,0 ± 1 ,4 8,5 ±0,7 3,4±0,2 
1 ,0 827 ± 9 0 85,1±0,7 28 ,0 ± 1 ?2 76 ,3 ±1 ,0 11 '7 ±0 ,8 5,4 ±0,3 
-------
---------
-------- -------- -------- -------- --------
--------
0 788 ± 23 13,6±0,8 d 0 86,8 ±2,8 10,7 ±1,3 2,7 ±0,2 
..... 
1 ,0 773 ± 8 0 23,7 ±2,5 80,8 ±3,2 14,7 ±0,2 2,2 ±0,5 
0 808 ± 13 14,5 ±0,2 0 82,1 ±1 ,2 10,3±0,4 2,9 ±0,3 
1 ,0 813 :t 10 0 24,4 ±1 ,4 75,6 ±2,4 17,6±1,5 3,5±0,1 
-------
------------------
-------- -------- -------- --------
---------
chlora lhydraat ., ui tgedrukt al s ~mole s/m l i ncubat ievloei stof 
b , = ~moles gevorm~100 ~moles pyruvaat afgebroken. 
15 ml gewassen celsuspensie werden get ncubeerd met 15 ml buffer en 1000 ~mo les 
pyruvaat, AUe waarden werden gecorrigeerd voor getuige-incubati es t 
c . = Gemiddelde t middelbare f out van tenminste 3 proeven. 
d. = Ni et bepaa ld 
========================= ========================================================~~ 
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TABEL 12 -Effect van chloralhydraat op de eindprodukten van het glucose-
metabel isme van gemengde ;· t:umenbacteriën onder N2. 
====~=========-========= ========-========================================= - ·· 
T,N. cel- CH toege- Glucose Eindprodukten 
(~moles/vaatje} lc 
Exp. afgebro- --- ------ ------ ------- -------susp · voegd ken mg/ml 
a (~mol es) CH4 co2 H2 Azijnz. Propz. Boterz. Melkz. 
--------- ---------
-------- --- --- ------ ------ ------- -----
1 ,00 0 930b 254 512 0 671 320 47 180 
1 ,0 867 0 414 335 196 124 44 390 
2 0,81 0 655 87 171 204 5 17 795 
1 ,0 545 0 126 62 64 0 18 894 
3 1 ,04 0 551 113 169 3 211 19 23 780 
1 ,0 558 0 106 101 58 0 16 900 
4 0,92 0 646 145 277 0 285 26 46 639 
1 ,0 643 0 203 145 84 2 34 801 
----
--------- ---------
-------- --- --- ------ ------ -------- ------
a = CH : chZora lhydroat~ ~mole/ml incubatievloeistof 
b = al le waarden zi j n het gemi dde lde van 2 experi menten en werden gecorri -
geerd voor getuige- i ncubaties. 
c = 15 ml ce l suspens ie (gewassen ) werden 15 h ge-încubeerd met 15 ml buffer 
en 1000 ~moles glucose en chloral hydraat zoals aangeduid in de tabe l . 
=========================================================================== 
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TABEL 13 - pH vóór en na incubatie van gewassen celsuspensie met glucose 
en ch1oralhydraat onder N2a. 
---------- --------------------------------- --------------------------------
---------- --------------------------------- --------------------------------
vaatjeb Exp. 3 Exp. 4 
vóór incubatie na incubatie voor incubatie na incubatie 
6,86 6,80 6.84 6,75 
2 6,88 6,79 6,84 6,75 
3 6,80 4,88 6,82 4,84 
4 6,80 4,87 6,80 4,84 
5 6,79 4 '71 6,80 4,60 
6 6,79 4 '71 6,79 4,59 
a = In de proeven 3 en 4, vermeZd in tabeZ 12, werd de pH van de vaatjes ge-
meten, vóór en na de incubatie . 
b = vaatje 1 15 mZ celsuspensie + 15 ml buffer, 
vaatje 2 15 mZ celsuspensie + 15 mZ buffer) bevattend 30 ~moZes chZor-
aZhyd.raat, 
vaatje 3 en 4 : 15 mZ aeZsuspensie + 15 mZ buffer, bevattend 1000~ moZes 
glucose. 
vaatje 5 en 6 : 15 ml celsuspensie + 15 ml buffer, bevattend 1000 ~moles 
glucose en 30 ~oZes chloraZhydraat. 
============================================================================= 
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een verminderde afbraak van melkzuur tot vluchtige vetzuren voor gevolg heeft. 
Vervanging van stikstof als incubatiegas door koolstofdioxyde resulteert in een 
totale verandering van het fermentatiepatroon. (tabel 14). Melkzuur verdwijnt 
bijna volledig, terwijl propionzuurvorming geweldig stijgt. Het toevoegen van 
chloral~draat remt methaanvorming en stimuleert propionzuurvorming. Waterstof 
stapelt op, doch in mindere mate dan onder stikstof. Hier vinden we dus hetzelfde 
fermentatiepatroon als in de incubaties met pyruvaat. 
Vergelijking met het effect van onverzadigde vetzuren 
Niettegenstaande onverzadigde vetzuren en chloralhydraat beide hetzelfde effect 
op de methaanvorming uitoefenen, blijken~ch belangrijke verschillen te bestaan 
omtrent hun remmende werking. Udt tabel 15 kan gezien worden dat reeds zeer 
kleine concentraties chloralhydraat de methaanvorming geweldig remmen. Veel 
hogere hoeveelheden linoleenzuur zijn nodig om eenzelfde effect te bekomen. Met 
chloralhydraat werd een aanzienlijke opstapeling van waterstofgas waargenomen, dit 
in tegenstelling met de proeven met linoleenzuur. DEMEYER (1967) vond in incuba-
tiesmet pyruvaat en lijnoliehydrolysaat nooit opstapeling van waterstofgas. De 
aangewende concentratie. j n deze proeven bedroeg 1-2 mM, Bij deze concentraties 
werd methaanvorm i ng ook nooit volledig geremd, Volledigheidshalve dient echter 
vermeld te worden dat totale remming der methaanproductie door hogere concentra-
ties onverzadigde vetzuren eveneens resulteert in een aanzienlijke opstapeling 
van waterstofgas (tabel 16). 
4.3.2. In vivo experiment 
-~Proefschema 
------------
Globaal werd hier hetzelfde proefschema gevolgd als in het experiment met lijnolie-
hydrolysaat, beschreven in hoofdstuk 4.1. Het proefdier ontving tweemaal per dag 
250 g krachtvoeder en 300 g hooi. Water was ad libitum beschikbaar. Gasproductie 
en gassamenstelling werden gemeten. Pensvochtmonsters, dienende voor bepaling 
van vluchtige vetzuren, pH en melkzuur werden vijfmaal per dag genomen : om 8.30 h, 
9,30 h, ll ,30 h, 13,30 hen 15,30 h. Gemiddelde waarden der vluchtige vetzuren wer-
den per dag berekend. Een eerste periode (18 dagen) diende als controle periode, 
terwijl de volgende 5 dagen 4 g chloralhydraat, opgelost in 10 ml fosfaatbuffer 





TABEL 14 -Effect van ch1oralhydraat op de eindproducten van het gluoose 
metabolisme van gemengde rumenbacteriën onder co 2a. 
====-========= =========-========-========================================= 
T.N. cel- CH toege-Glucose 
Exp. susp. voegd afgebro-
mg/ml ken 
Eindprodukten (~mol es/vaatje ~. ) 
CH4 H2 C0 2 Az ijnz Propz, Boterz. Me1kz. 
0,77 0 715 170 0,5 b 696 752 27,5 0 
1 ,0 615 0 41 454 810 24 ' 0 
2 0,96 0 826 123 0 535 656 21 0 
1 ,0 778 0 36 473 877 22 18 
a = Zelfde incubatieomstandi gheden als beschreven onder tabel 12 . 
b = Niet bepaald~ daar getncubeerd werd onder co2. 
=================================================:========================= 
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TABEL 15 -Vergelijking van het effect van chloralhydraat en linoleenzuur 
op CH4 en H2 productie in incubaties van gemengde rumenbacteriën 











Gas gevormd a 
14,3 :!: 1,6 b 0 
4,9 1,4 30,0 :t 5,0 
9,1 ± 1,3 2 ,0 :i: 1 ,0 
a = Uitged~kt áls ~moZes/100 ~moZes pyruvaat afgebro-
k8n, 15 ml gewassen celsuspensie werden getncubeerd 
met 15 ml buffer en 1000 ~moles pyruvaat. Chloral-
hydraat en UnoZeenzuur t oegevoegd zoals in de ta-
bel aangeduid. 
Incubatieduur 3 h. 
Incubatiegas N2. 
b = Gemiddelde ±midde lbare fout van 3 proev~n. 
======================================================== 
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TABEL 16 - Methaanremming en waterstofopsta~ling bij verschillende 
concentraties 1ijno1iehydro1ysaat in incubatiesmet pyruvaat. 
-================== =================-================= 
LOH toegevoegd a 
Exp, 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp . 2 
-------------------
-------- -------- -------- --------
0 11 b 13 0 
0,5 6 8 0 
1 ,0 4 2 0 
2 ,0 0 0 8 
4,0 0 0 13 






b = 15 m"l gewassen ceLsuspensie werden gedurende 15 h 
getncubeerd met 15 m"l buffer en 1000 ~mo"les pyru-
vaat . De waarden zijn uitgedrukt in ~mo"les/100 
~moles pyruvaat afgebroken. 




De resultaten hier bekomen ZlJn analoog met deze in vitro. Infusie van 4 g ch1or-
alhydraat remt onmiddellijk en volledig de methaanvorming (figuur 17), Dit effect 
trad reeds 20 minuten na het toedienen op, Het totaal volume gas, dagelijks opge-
vangen bleef nagenoeg constant daar methaan vervangen werd door waterstofgas 
(tabel 17), Dit is wel verschillend van het i1vivo effect van onverzadigde vet-
zuren : niet enkel de methaanvorming werd geremd, doch ook de totale gasproductie 
verminderde gevoelig, terwijl geen waterstofgas opstapelde. 
De verandering in de molaire samenstelling der vluchtige vetzuren vo1gt ongeveer 
hetzelfde patroon als in de in vitro proeven, Tabel 18 toont de stijging van het 
molair procent propionzuur. Azijnzuur daalt duidelijk, terwijl het boterzuurpro-
cent licht stijgt , De pH en de totale concentratie eer vluchtige vetzuren werden 
door chloralhydraat niet beïnvloed. Er werd geen verschil in melkzuurgehalte ge-
vonden tijdens de beide proefperiodes. 
4,3,3, Bespreking van de resultaten met chloralhydraat 
Uit deze reeks proeven is het duidelijk gebleken dat door het toevoegen van chlor-
alhydraat aan de pensfermentatie niet enkel de propionzuurvorming gestimuleerd 
wordt , zoals door PRINS (1965, 1967) waargenomen, maar dat dit gepaard gaat met 
· een drastische remming van de methaanproductie. Zoals met de onverzadigde vet-
zuren wij zen de resultaten op een rechtstreeks <: toxische invloed van chlora 1 hydraat 
op de methaanvormende flora. Inderdaad, remming der methaanvorming werd eveneens 
bekomen met substraten specifiek voor deze bacteriën (formiaat en co2-H2), ter-
wijl in vivo totale methaanremming reeds optrad onmiddellijk na het toedienen 
van chloral~vdraat. Dit kan ook als bewijs gelden dat methaanremming niet het 
gevolg is van de gestimuleerde propionzuurvorming . Het is merkwaardig dat twee 
totaal verschillende verbindingen zoals chloralhydraat en onverzadigde vetzuren 
hetzelfde effect uitoefenen op de methaanvorming in de pens. Dit is in tegen-
spraak met de suggestie van CZERKAWSKI (1966b) dat remming der methaanproductie 
te wijten zou zijn aan molecules welke polaire en apolaire groepen bevatten, Het 
globaal effect van chloralhydraat op het pensmetabolisme is echter verschillend van 
dit teweeggebracht door onverzadigde vetzuren (DEMEYER, 1967). Chloralhydraat 
remt. op molaire basis berekend, de methaanvorming veel sterker dan linoleenzuur 
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FIGUUR 17- Effect van chloralhydraat (C H) op de dagelijkse methaan-
' productie {l/8h) in vivo, 
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TABEL 17 -Effect van chloralhyçtraat (C H) op de dagelijkse gasproductie en 
gassamenstelling in vivo bepaald, 
-= -= -= -= -= ---= -= -= -= -= -= -- -= -= -= -=-= =-=-=-=---=-=-=-=-=-=-=-=-=---=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
Periode Totaal 
Controle Gasproduktie 22,5±0,7 





Infusie Gasproductie 22,1 ±3,2 
4 g c H 1/8 h 
(5 dagen) 
% samenstel- 100 
1 i ng 
CH4 
--------












13,3±2,7 2,6 ±0,3 0,6 ±0,1 5,7 ±0,8 
59,9 ±0,7 11 ,9 ±0,4 2,6 ±0,1 25,6 ±0,6 
----------- ------------- ---------- -------- ---------- -------- -------- ----------
a = Gemiddelde waarde :!:_middelbare fout. 
Controleperiode JB bepalingen 
Infusieperiode 5 bepalingen 
--=-=-=-= -=-=-=-= - = -= -=-=-= -= -= -= -= -= -= -=-= -= -= -=-= -=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
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TABEL 18 -Effect van chloralhydraat (C H) op pH, totale concentratie en samen-
stelling der vluchtige vetzuren in vivo, 
--=-= -= -= = -= -= -= -= =-= -= -= -=-= -=---= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -=r= -= -=-=-.;-= -= -= -=-
Totaa 1 v. v. z. a % S a m e n s t e 1 1 i n g 
Periode pH moles/100 ml -------- -------- -------- ------------------
pensvocht HP rop HBot !Val Val 
Controle 6,78 ±0,02c 9,5 ±0,1 63,2 ±0,2 23,6 ±0,2 11 ,0 ±0,1 1 ,2 ±0,1 1 ,0 ±0,02 
Infusie 
C H 6,59±0,03 9,0±0,2 
a = v.v.z. =v l-uchti ge vet zuren 
44,4±0,6 38,9 ±0,8 14,5 ±0,4 0,5 ±0,2 
b = Hac = Azi jnzuur; HProp = Propi onzuur; HBot = Boterzuur; 
I val = iso-vaZeriaanzuur; Val = Va l e:'t' i aanzuur 
c = Gemi ddelde ~ middelbare fout. 
Contro l eperiode 90 bepalingen 
Infusi eperiode 25 bepa l ingen 
1,7 ±0,30 
-= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= - = -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -!:: -= -=-=-= --
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mindert de methaanprod~ctie slechts gedeeltelijk, terwijl toevoegen van 4 g chlor-
alhydraat resulteert in een totale en onmiddellijke uitschakeling van de methaan-
productie. Dit gaat gepaard met een opstapeling van waterstofgas, waardoor de 
daling in redox-potentiaal van de pensinhoud van koeien na toedienen van chlor-
alhydraat (PRINS / 1967) kan verklaard worden. 
Na het toedienen van onverzadigde vetzuren werd steeds een remming van de boter-
zuurproductie vastgesteld. Chlo~alhydraat daarentegen veroorzaakte in de meeste 
gevallen een stijging van dit eindproduct. Verder vond DEMEYER (1967) een duide-
lijk remmende i nvloed van linoleenzuur op de globale groei van de pensbacteri·ën. 
Met chloral~draat kon DESCAMPS (1968) hieromtrent geen vast besluit trekken, 
daar g~en eensluidende resultaten konden bekomen worden. 
Zoals met de onverzadigde vetzuren is het verhogen van de propionzuurconcentratie 
te wijten aan een veranderde verhoud i ng van de bacteriën in de rumensymbiose. Ook 
PRINS en SEEKLES (1968) vonden in vi tro een veranderde samenstelling van de bac-
teriën onder invloed van chloralhydraat, Zij stelden een verschu iving ten gunste 
van de Gram-positieve bacter i ën vast en suggereren een selectief toxische invloed 
van ch1oralhydraat (of afbraakproducten) op de Gram-negatieve bacteriën. De be-
rekening van fermentati ebalansen (berekeningswijze door DEMEYER, 1967 beschreven) 
voor incubaties met pyruvaat duiden aan dat te lage waterstofterugwinsten bekomen 
worden in de proeven waar chloralhydraat werd toegevoegd (tabel 19). Dit tekort 
in waterstofterugwinst wijst erop dat metabolische waterstof verbruikt werd in 
reacties, ander dan propionzuur-, boterzuur- of gasvormige waterstofvorming. 
Waterstof verbru i kt in de reductie van chloralhydraat tot trichloro-ethanol, 
(PRINS, 1965) speelt hier i n geen rol, daar de hoeveelheid waterstof eventueel 
hiervoor gebruikt zeer klein is. Dit is nogmaal~ in tegenstelling met de resulta-
ten van de proeven met onverzadigde vetzuren (DEMEYER1 1967) waar steeds sluitende 
waterstof- en koolstofterugwi nsten berekend werden. Naast het bewijs dat chlor-
alhydraat de methaanproductie geweldig remt is het opnieuw tot uiting komen in 
deze proeven van de omgekee~e relatie tussen methaan- en propionzuurvorming een 
zeer belangrijk resultaat, Dergelijk verband werd ook bekomen door ~RSKOV, FLATT 
en · MOE (1968), door verwerken van resultaten bekomen doorFLATTen medew. (1969) 
en COPPOCK en medew. (1964) (tabel 20). 
l 
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TABEL 19 -Waterstof-, koolstof- en c1-terugwinst in de eindproducten van incu-
baties met pyruvaata, 
=-=-=-=-=·= =-= -=-=-= =-=-=-=-=---=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 





co2 4 h 
15 h 



































a = Met de gemiddelde waarden ui t/tabe l 1.1 werden fermentatielxllansen berekend, 
zoals door DEMEYER (196? ) beschreven, Afbraak van 1 ~ male pyruvaat = 
beschikbaar maken van 2H, 
b = CH ;; Chloralhydraat , uitgedrukt in IJ.moles/ml incubatievloeistof. 
c = % van de hoeveelheid pyruvaat afgebroken . 
=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
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TABEL 20 -Variatie in methaan- en propionzuurvorming in vivo, onder invloed van 




Hooi / I'Krachtvoedera 
Voederregime 
------------------------------








CH4 -- productie (Mcal) 
------------------------------
a = B = beperkt 


























0 = Luzernehooi + gemaZen mais + sojameeL 
40/60 20/80 
A.L. B A.L. B 
------ ------- -------
62,9 62,7 56,7 58 .,6 
24,9 24,6 30,9 27,0 
---.--- ~
12 2 
..• t . J2,7 12,4 14,4 
2,6 2,4 1 ,8 1 ,9 










BAUCHOP (1967) remde de methaanvorming uit formiaat door toevoegen van de methaan-
analegen cc1 4, CHC1 3 en CH2c1 2• Hierbij stapelde waterstofgas op, Het voorgaande 
in acht nemend kunnen we dus verwachten dat deze methaananalegen een gunstig ef-
fect zullen uitoefenen op de propionzuurvorming. Dit zal verder in dit werk onder-
zocht worden, Verder is gebleken dat kaliumchloraat en propyleenglycol propion-
zuurvorming stimuleren (BAAY, 1959). Een remmend effec~ op de methaanproductie 
van deze verbindingen kan voorspeld worden. Dit is intussen door PRINS, (1970) 
bevestigd geworden. 
Eveneens interessant is dat bramalhydraat hetzelfde effect bewerkstelligt als 
chloralhydraat (tabel 21). 
Gel i jklopende resultaten werden zeer recent gepubliceerd door QUAGHEBEUR en 
OYAERT (1971 a, b). Deze auteurs onderzochten naast chloralhydraat eveneens het 
effect op de rumenfermentatie van andere gehalogeneerde methaananalogen. 
Het remmend effect op de glucose-afbraak nam af volgens : I > Br > Cl-derivaten. 
Ook werd de afbraak van pyruvaat en lactaat door deze verbindingen geremd. In 
alle gevallen trad naast een propionzu~rstijging eveneens een remming van de 
acetaatproductie op. Deze remming néV11 af volgens Br of I > Cl, 
De auteurs stelden vast dat chloral ~ en bramal spontaan in pensvocht omgezet wor-
den tot chloroform resp. bromoform. 
4.3.4. Samenvatti ng 
De invloed van chloralhydraat op de eindproducten van de fermentatie der kool-
hydraten in de pens werd in vitro en in vivo onderzocht. Methaanproductie kon 
totaal geremd worden, dit gepaard gaande met een aanzienlijke stijging in de 
propionzuurproductie. Nochtans had . in deze proeven een aanzienlijke opstapeling 
van waterstofgas, in de normale rumenfermentatie nooit gevonden, plaats, 
Uit verscheidene waarnemingen kon afgeleid worden dat chloralhydraat ~echtstreè~s 
toxisch inwerkt op de methanogene flora, Voor in vitro incubatiesmet pyruvaat 
werden fermentatiebalansen, steunend op de theoretische afbraakreacties, berekend. 
Bij toevoegen van chloralhydraat kon geen volledige waterstofterugwinst bekomen 
worden. Dit wijst op een verbruik van metabolische waterstof in reacties niet 
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TABEL 21 - Effect van bramalhydraat (B,H.) op de eindprodukten van het pyruvaat-
metabolisme van rumenbacteriëna 
-=-= =-=- -==-=-=-=-= =-=-=-=-=-= -=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- -
E in d p r o d u k t e n a 
E T N B,H. toege-xp. . .
l ,44 











0 ,l 0 
H2 Azijnz, Propionz. Boterz. C-recovery % 
8,6 0 










0 91 ,0 
29,3 85,0 




























a = 15 ml gewassen celsuspensie werden getncubeerd met 15 ml buffer~ 
bevattend 1000 umo l es pyruvaat en een hoeveelhe i d bramalhydraat 
(B.H.) zoals aangegeven in de tabel. 
Incubatieduur 15 h 
Incubatiegas : N2 40 % - co2 60 %, 
b = Uitgedrukt in umoZes/ ml incubatievloeistof, 
c = Uitgedrukt als umoles per 100 umoles pyruvaat afgebroken, 
Al le waarden zijn het gemiddelde van tenminste 2 experimenten en 
zijn gecorrigeerd voor getuige-incubaties (zonder substraat), 
= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -=-= 
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behorend tot de koolhydraatafbraak. Heel belangrijk is dat hier opnieuw een omge-
keerde relatie tussen methaan- en propionzuurvorming optreedt. 
4,4, De remming van de methaanvorming door het toevoegen van natriumsulfjet 
ALHASSAN en medew. (1969) stelden een stijging van het propionzuurgehalte vast door 
het mengen van natr i umsulf~ et in het rantsoen. In de bespreking van de resultaten 
suggereren de auteurs dat de stijging van propionzuur waarschijnl i jk gepaard gaat 
met een remm i ng van de met haanvorming. 
In dit hoofdstuk werd het effect van natr iumsulfiet op de pensfermentat i e i n vitro 
en i n vivo onderzocht. 
4.4 .1. In vitro experimenten 
Ui t figuur 18 blij kt duidel i jk dat natriumsulf iet methaanvorming door gewassen 
cels uspens ies uit co 2-H2 en formiaat remt. In de i ncubatiesmet form iaat is deze 
r emm i ng vergeze ld van een opstapeling van waterstofgas, opnieuw niet stoech io-
metr i sch vo l gens de theoret i sche react i e : 
Dit kan kwant i tat i ef ni et verklaard worden door waterstofverbru i k i n de reductie 
van sulf iet door de pensbacteriën (LEWIS, 1954) , Sulfiet remt eveneens de methaan-
vorming ui t pyruvaat (tabel 22). Figuur 19 toont de waterstof- en koolstofterug-
winst berekend ui t de gevormde vluchtige vetzuren, methaan en waterstof, na het 
toed i enen van st i jgende hoeveelheden sulf i et. Methaanremming gaat gepaard met een 
waterstofopstapeli ng, terwi jl enkel boterzuurproductie l i chtjes st i jgt. Er trad 
geen stijg i ng i n propionzuurproduct i e op. Hoge concentraties sulf iet zijn ver-
eist om de methaanvorming ui t te schakelen. Een analoog fermentatiepatroon wordt 
bekomen door het toedienen van sulfiet aan incubatiesmet volledig pensvocht en 
glucose (tabel 23) , Hier kan nog opgemerkt worden dat de totale hoeveelhe id 
vluchtige vetzuren, alsmede de vorming van elk zuur afzonderlijk geremd wordt 
door sulfiet. Dit is in overeenstemmi ng met de verminderde glucose-formiaat-











0 0,2 0,4 0,8 
~ moles Na 2so3; ml i nc , vloe istof 
5 m ~ gewassen celsuspensie wer den 3 h gefncubeerd met 5 m~ buffer, 
bevattend 500 )l mo~es f ormiaat en nat .riumsu~fiet zoa~s aangeduid op 
de f i guur. Formiaat werd ge fncubeerd onder N2 • 
I edere waarde is het gemiddelde van drie proeven . 
FIGUUR 18 - Invloed van Na 2so3 op de methaanproduct ie door gewassen 
celsuspens i es ui t co2 - H2 (80 % - 20 %) en form iaat. 
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TABEL 22 -EFFECT VAN Na 2so3 op het pyruvaatmetabo1isme van gemengde rumen 
bacteriën a 
-=-= =-=-=-= =-=-=-=-=- -=-=-=-=-=-=---=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=--
E i n d p r o d k t e n c u 





0,81 N2 ob 124 0,6 925 128 66 
1 109 3 888 126 68 
2 95 17 888 128 66 
4 56 73 908 126 75 
6 29 147 854 110 78 
8 16 172 814 96 68 





2 0,82 N2 - co2 0 150 0,4 919 133 39 
40 60% 1 126 948 127 44 
2 90 11 917 129 50 
4 21 175 845 121 44 
6 8 383 864 119 46 
8 2 437 907 118 44 





3 1 ,09 N2 - co2 0 109 0,5 896 200 51 
40 60 % 89 1 ,2 867 197 62 
2 49 15 877 210 69 
4 6 146 808 200 60 
6 2 258 767 188 55 
8 0 318 828 180 55 





a = 15 ml gewassen celsupsensie werden gedurende 15 h gefncubeerd met 15 ml 
buffer~ bevattend 1000 ~moles pyruvaat en een hoeveelheid Na 2so3 zoals 
aangeduid in de tabel. 
b = ~moles/ml incubatiev loeistof. 
c = ~moles/vaatje~ niet gecorrigeerd voor getui ge-incubatie. 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
- -------= JJmoles pyruvaat toegevoegd 

















Zelfde incubatieomstandigheden als beschr even onder tabel 2~ 
Koolsto f - en water stofterugwinst werden berekend (DEMEYER en 
HENDERICKX, 196?a) volgens de reacties 
co2 + 4H2 
CH 3COCOOH + 4H · 
2CH3COOH + 4H 
CH3COCOOH + H20 
H 2 "" ."..2H 
.,. CH 4 + 2H 20 
..- CH 3cH 2COOH + H 20 
_.,. CH 3 (CH 2J 2COOH + 2H 20 
~ CH3COOH + co2 + H2 
FIGUUR 19 - Effect van Na 2so3 op de ei ndproducten van i ncubaties 
met pyruvaat. 
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TABEL 23 -De invloed van Na 2so3 op incubaties met volledig pensvocht 
en glucosea 
L 
-=-=-=-=-=---=-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-= =-=-=-=-=- -=-=-=-= =-=-=---=-=-= =-=-=-= =-=-=-=-
Na 2so3 toe- Totaal v.v.z, Azijnz. Propionz. Boterz, C2/C3 C2/C4 CH4 H2 gevoegd 
------------ -------------- --------- ----------
-------- ------ ------- --------
ob 2950 i 47° 1817 1 42 720 ± 23 413 ± 36 2,5 4,4 308 ±14 1 ±0 ,3 
0 '1 2572 ±125 1594±55 559 ± 54 4.19 ± 33 2,9 3,8 0 734 ±44 
0 ,2 2341 ± 43 1461 ±22 508 ± 19 372 ± 24 2 ,9 3,9 0 643 ±39 
a = 15 mZ pensvoaht~ na filtratie door een gaasdoek~ werden gedurende 15 h getnaubeerd 
met 15 mZ buffer~ bevattend 1000 ~moZes glucose en een hoeveelheid Na2so3 zoals 
aangeduid in de tabel. Incubatiegas: co2:60%- N2\40 %, 
b = ~moles/ml inaubatievZoeistof. 





Substraat afgebroken (%) 




0,8 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 
~moles Na 2so3;ml i ncubatievloeistof 
Incubatie-omstandigheden zoals vermeld onder tabel 22 en 23 ~ 
alsmede onder f i guur 18 . 
De afbraak van substraat in de getuige- incubatie (zonder sulf iet) 
werd gelijkgesteld aan 100 %. 
FIGUUR 20 - Effect van Na 2so3 op substraatafbraak in i ncubat i es met form iaat, 
pyruvaat en glucose. 
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4.4.2. Resultaten in vivo. 
Gasproductie en vluchtige vetzuurconcentratie in vivo werden bepaald zoals be-
schreven onder hoofdstuk 3.3. Het proefdier ontving tweemaal per dag 400 g hooi 
en 100 g krachtvoeder. 
Gasproductie werd gedurende 8 h per dag gemeten, Gemiddelde waarden per dag voor 
vluchtige vetzuurconcentratie en pH werden berekend voor pensvochtmonsters, ge-
nomen om 8,30 h, 10,30 h, 13.30 h en 15,30 h. Het experiment werd ingedeeld in 
twee perioden, Tijdens een eerste proefperiode (ll dagen) ontving het dier het 
hogervermelde basisrantsoen , terwijl in een volgende periode (6 dagen) tweemaal 
per dag (8.30 h en 13.30 h) 5 g natriumsulfiet in 10 ml fosfaatbuffer langs de 
fistel in de pens werd gebracht. 
Infusie van sulfiet veroorzaakt een duidelijke remming van de methaanproduktie. 
Inderdaad, voor de controleperiode werd een gemiddelde methaanproductie van 8,9 
l/8 h berekend, Deze productie daalde tijdens de infusieperiode tot 3,1 l/8 h, 
zoals kan b~end worden uit de resultaten, voor-gesteld in tabel 24. Totale 
gasproductie verminderde aanzienlijk, terwijl een kleine hoeveelheid waterstof-
gas opstapelt. 
Sulfietinfusie heeft een verhoging van het stikstof- en zuurstofgehalte voor 
gevolg, Het molair procent azijnzuur daalt, terwijl propionzuur en boterzuur 
stijgen, dit in overeenstemming met de resultaten van ALHASSAN en medew. (1969). 
Er werd geen invloed van sulfiet op pH en totale concentratie der vluchtige vet-
zuren waargenomen. Geen noemenswaardige hoeveelheden melkzuur konden bepaald wor-
den. 
Figuur 21 illustreert de verandering in methaanproductiesnelheid, berekend om de 
30 minuten, gedurende 8 uren na voederen, voor de beide proefperiodes. Dezelfde 
figuur toont de variaties in propionzuur- en boterzuurconcentratie. Methaanpro-
ductie bereikt opnieuw de nonmale waarde, omtrent 5 uur na toedienen van sulfiet. 
Men bemerkt dat methaanremming nauw gepaard gaat met de verhoging in molaire pro-
porties propionzuur en boterzuur, althans voor wat de tijd na de eerste infusie 
betreft. Inderdaad, na de tweede infusie gaat methaanremming slechts gepaard met 
een verhoging in het boterzuurgehalte. 
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TABEL 24 - Effect van natriumsulfiet op gasproduktie, samenstelling van het pens-
gas, pH, concentratie en samenstelling van de vluchtige vetzuren (v.v.z.) 
-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=~=-=-=-=-=-=-=-=-= -
Samenstelling van het pensgas (%) 
Periode Tot. gasproduk-
tie 1/~h 
Controle 30 ,3 ±2 .~ 29,3 ±0,2 53,0 ±0,5 14,8±0,4 2,9 ±0',1 < 0,4 11 dagen 
+ Na 2so3 
6 dagen 12,4±1,8 24,8 ±1 ,1 37 ,1 ±2,0 30,3 ±2,0 6,1 ±0,7 1 , 7 tO ,5 
Sign i fic p < 0,001 P< 0,001 P< 0,001 P< 0,001 P<O ,001 
--------- -----------------
-------- -------- -------- -------- -------- --------
---------
-----------------------------------------------------------------------
Tot. conc, v.v.z. Samenstelling V ,V .z, 




Controle 9,59 ±0,2a 74,0 ±0,3 
11 dagen 
+ Na 2so3 9,09 t0,3 66,7 ±0,4 6 dagen 
Signific N.S , b P< 0,001 
a = Gemiddelde ~midde lbare fou t , 





15,7±0,2 9,0 ±0,3 
19,9±0,2 11,7 ±0,2 




Iso,Va1. Va lz , · . pH 
-------- -------- --------
0,2 ±0,06 0,3 ±0,09 6,79 ±0,0 
1 , 1 ±0 , 1 0,6 ±0,03 6,81 ±0,0 
P< 0,001 p < 0,01 N.S. 
--=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-:-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
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0 Getuige (n=ll) 
• sulfiet (n=6) 
0,8 
0 Methaanproductie 
23 molair % 
19 
15 Propionzuur 





Boterzuur ~ +Na 2so3(5g) 
RI ... I 
' 
i~------------~--------------._ ____________ -A~----------~0 
8.30 
voederen 
10.30 12 . 30 14.30 
FIGUUR 21 - Effect van Na 2so3 op methaanvorming en vluchtige vetzuren in vivo 
gemeten. 
16 , 30 
tijd 
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4,4,3. Bespreting van de resultaten 
' 
Infusie van natriumsulfiet in de pens, heeft een duidelijke stijging in propion-
zuur-en boterzuurconcentratie voor gevolg, Dit bevestigt de resultaten van 
ALHASSAN en medew . (1969), Onze resultaten tonen aan dat sulfiet de methaanvorming 
remt, zoals door deze auteur gesuggereerd. Deze proeven demonstreren opnieuw het 
verband tussen methaan en propionzuur, 
De bekomen resultaten wi jzen op een toxisch effect van sulfiet op methaanbacteriën, 
daar remming bekomen werd in incubaties met substraten specifiek voor deze bac-
teriën. Het globaal effect i s gelijk aan dit teweeggebracht door onverzad igde 
vetzuren en chloralhydraat, alhoewel toch enig verschil bestaat. In het i n vi vo 
experiment met lijnol i ehydrolysaat trad geen waterstofopstapeling op. Met chlor-
alhydraat werd zowel in vivo als in vitro waterstofopstapeling waargenomen, 
terwijl met sulfiet slechts in vitro waterstof kon gevonden worden. Ook is de door 
sulf i et teweeggebrachte 1 methaanremming slechts in vivo vergezeld van een prop ion-
zuurstimulatie. In de i n vitro incubaties wordt het waterstofoverschot, gevolg 
van de geremde methaanvorming, blijkbaar opgestapeld als waterstofgas, alsook, zi j 
het in mindere mate, i n producten, ander dan de vlucht ige vetzuren prop ionzuur en 
boterzuur of melkzuur , Inderdaad, f iguur 19 illustreert de te lage waterstofterug-
winst in de i ncubaties met de gewassen celsuspensies en pyruvaat. Sulf iet kan in de 
pens gereduceerd worden t ot sulfide, waarb i j o,a, waterstofgas, glucose en pyru-
vaat kunnen fungeren als waterstofdonor (LEWIS, 1954). Het gevormde sulf i de wordt 
dan geabsorbeerd, ui tgescheiden in de faeces of geresynthetiseerd i n de zwavel-
houdende aminozuren van bacterieel eiwit (LEWIS, 1954; HENDERICKX, 1961) . Zelfs 
rekening houdend met deze reductie kan het tekort in de waterstofterugwinst niet 
verantwoord worden. In di t verband stippen we terloops aan dat de remmende wer-
king van sulf iet niet steunt op een competitie voor beschikbare metabol i sche 
waterstof, daar de hoeveelheden sulfiet aangewend te klein zijn, Uit figuur 21 
blijkt dat het effect van sulf i et van voorbijgaande aard is. Omtrent vijf uur na 
toedienen bereikt de methaanvorming praktisch opnieuw de normale waarde. Dit staat 
waarschijnlijk in verband met het verdwijnen van sulfiet door reductie en/of 
resorptie. 
Het exacte mechanisme waarmede natriumsulfiet de pensflora beïnvloedt blijft echter 
onbekend, ALHASSAN veronderstelde dat het effect parallel zou zijn aan dit teweeg-
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gebracht door sulfiet op de alcoholische fermentatie van glucose door gist (1). 
Hierdoor zou dan uiteindelijk een remming van de azijnzuurvorming volgen, waardoor 
eveneens de waterstofproductie zou dalen. Dit is volgens ALHASSAN moeilijk in 
overeenstemming te brengen met een verhoging van de gereduceerde vluchtige vet-
zuren na toedienen van sulfiet. Dit deed dan de auteur veronderstellen dat me-
thaanvorming geremd werd. 
Dat het remmend effect van sulfiet zich niet enkel beperkt tot de methaanproduc-
tie blijkt uit de lagere totale concentratie der vluchtige vetzuren en de ver-
minderde totale gasproductie in de infusieperiode van het in vivo experiment. Ook 
de waargenomen daling van de substraatafbraak in vitro suggereert een meer algemeen 
remmend effect. Tenslotte moeten wij nog vermelden dat gelijklopend met onze 
proeven, experimenten met Na 2so3 werden uitgevoerd op het Rijksstation voor Vee-
voeding. Deze resultaten werden samen met de onze gepubliceerd (VAN NEVEL, 
DEMEYER, COTTYN en HENDERICKX, 1970a). COTTYN vond na infusie van 8 g Na 2so3 
per dag bij gefistuleerde hamels een meer uitgesproken stijging in propionzuur 
dan in onze proeven vastgesteld (tabel 25). Tijdens de blancoperiode werden reeds 
hoge propionzuurgehalten gevonden, dit door het basisrantsoen, bestaande uit hooi-
pellets (HINDERS en OWEN, 1968). Er kon geen invloed van sulfiet op de verteer-
baarheid waargenomen worden terwijl uit stikstofbalansen bleek dat de stikstof-
retentie toeneemt. KRABILL en medew. (1969) vond in proeven met stieren een on-
veranderde stikstofretentie na toedienen van 90 g sulfiet per dag. 
4.4.4. Samenvatting 
In dit hoofdstuk werd de invloed van natriumsulfiet op methaan- en vluchtige vet-
zuurvorming onderzocht, aan de hand van in vitro en in vivo proeven, 
Methaanvorming werd steeds geremd. In vitro kon slechts een lichte stijging in 
boterzuur en opstapeling van waterstof waargenomen worden. In vivo werd propion-
zuur duidelijk gestimuleerd. Dit illustreert het belang van gekoppelde in vitro 
en in vivo proeven. 
(1) Dit is weinig geloofWaardig daar tijdens de vorming van azijnzuur acetaldehyde 
geen intermediair is, 
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TABEL 25 - Effect van Na 2so3 op de vluchtige vetzuurverhouding in de rumen 
in vivo.a (1) 
=-=-=-=-= =-=-=---=-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
Totaal v.v.z. b Vluchtige vetzuren (molair %) 














Controle 6,36 8,32 63,0 24,5 11 ,4 0 '1 1 ,0 
+ Na 2so3 6,68 6,42 41 ,0 34,7 12,7 0,3 1 '3 
8 ,g 
Sign ifi c. P<O,OOl P < 0,001 P<O,OOl p < 0,001 ' NIS .• ....,- - N , S ~ N,S, 
--------- ______ l _____________ _ 
a = Gemidde lde waarden : 3 schapen werden gedurende 4 opeenvo lgende dagen eens 
per dag bemonsterd . 
b = v,v.z. =vl uchtige vetzuren 
p.v. = pensvoch~ 
De proefdi eren ontvi ngen een basisrantsoen van 500 g hooi pellets, tweemaal 
per dag verstrekt. 
Tijdens het voederen werd 40 ml van een 10 % op l ossi ng Na 2so3 langs de 
fis t el i n de pens gebracht. Onmidde l l i jk na de monstername werden de pH en 
totale concentratie der v.v.z. (stoomdestillatie ) bepaald, Daarna werd de 
rest van het pensvocht behandeld met tolueen en bewaard bij - l 5°C tot 




(1) Naar COTTYN, 1970) 
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Bewijs voor een rechtstreeks toxische invloed van sulfiet op methaanbacteriën 
werd geleverd, 
In de bespreking wordt een korte vergelijking gegeven van het effect van sulfiet 
met di t van onverzadigde vetzuren en chloralhydraat , Bepaalde resultaten wijzen 
op een meer algemeen remmend effect van sulfiet op de pensfermentatie. De in vivo 
resultaten wijzen opnieuw op een omgekeerde relatie tussen methaan en propionzuur 
in de pens , 
4.5, Het remmen der methaanvorming door het verhogen van het gehalte aan gemak-
kelijk verteerbare koolhydraten in het rantsoen. 
Het voederen van gemakkelijk verteerbare koolhydraten geeft aanleiding tot een 
verhoogd propionzuurgehalte in de pens (BLAXTER, 1962; PALMQUIST en BALDWIN, 
1966; 0RSKOV en OLTJEN , 1967). 
Teneinde de inv loed van het verhogen van het gehalte aan gemakkelijk verteerbare 
koolhydraten op de methaanvorming te onderzoeken, werd volgende proef uitgevoerd. 
Gedurende een aantal dagen (periode 1) werd met pensvocht, afkomstig van schaap 6, 
dat het hoger beschreven basisrantsoen ontving (krachtvoeder en hooi), incubaties 
verricht met analyse van de eindproducten (proefopzet beschreven onder tabel 27). 
In een tweede per iode kreeg het proefdier tweemaal per dag (bij morgen- en avond-
voedering) 80 g sucrose langs de fistel toegediend . Na een adaptatieperiode · 
werden dan opnieuw incubaties met het pensvotht verricht , 
4,5,1. Resultaten 
De resultaten van deze proef werden samengevat in tabel 26 en 27. Het bijvoederen 
van 160 g sucrose per dag heeft een stijging van het propionzuurgehalte in de pens 
voor gevolg. Uit de incubaties blijkt dat toevoegen van sucrose het methaanvor-
mend vermogen van het penswacht sterk remt, terwijl propionzuurproductie aanzien-
lijk stijgt. Azijnzuur- en boterzuurvorming dalen, terwijl meermelkzuur gevormd 
wordt. Substraatafbraak blijft praktisch onveranderd. 
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TABEL 26 - Invloed van sucrose-infusie op vluchtige vetzuurverhouding in de pens. 
-= -= -= -= -= -= -= -=- -= -= -=-= -= -= -= -= -= -=-= -= -= -= -= -=-= -=-=-= -=-= -= -= -=-=-=-= -= -= --
Periode 
1. Basisrantsoenb 
2, + 80 g sucrose 
(2 x per dag) 
a Totaal v.v.z. 
mmoles/100 ml p.v. 
6,00 ± 0,15c 
6,15 ± 0,18 
a = v.v.z. : vluchti ge vetzuren 
b =Periode 1:6 bepalingen 
2: 14 bepal ingen 
c =Gemiddelde waarde +M.F. 
Vluchtige vetzuren (molair %) 
Azijnzuur Propionzuur Boterzuur 
73,2 ± 0,7 16,8 ± 0 ,3 9,9 ± 0,3 
68,7 ± 0,6 19,7 ± 0,6 11,4 ± 0,1 
=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- -=-=--=-=-= =-=-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-=--
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TABEL 27 - Effect van in vivo sucrose-infusie op de eindprodukten van het glucose 
metabolisme van pensbacteriën in vitro.a 












Azijnz, Propionz, Boterz.- . MelK.z . 
118±6 9±3 410±13 285 ±10 84±4 93 ±26 
29±4 28±6 285 ±19 410±25 64 ±4 145 ±32 
a = 25 ml pensvoaht van. sahaap 6 werden geinaubeerd met 25 ml Burrough 1s mengsel 
(HENDERICKXJ 1962) bevattend 1000 llmoles gluaose en 5 mg N(NHjiC03J, Tijdens 
de blanaoperiode ontving het proefdier het basisrantsoenJ terwijl in de 
tweede periode di t aangevuld werd met infusie in de fistel van 80 g suaroseJ 
tweemaal per dag. 
Incubatieduur 2 h, 
Inaubatiegas C02, 




Uit de resultaten blijkt dat een verhoging van de hoeveelheid gemakkelijk verteer-
rere koolhydraten in het rantsoen niet enkel, zoals reeds in de literatuur gekend, 
de propionzuurproductie stimuleert, maar tevens de methaanvorming remt. FLATTen 
medew. (1969) publiceerden hetzelfde effect teweeggebracht door het vervangen 
van luzernehooi door krachtvoeder in een rantsoen bestaande uit luzerne hooi 
en krachtvoeder (van 60 % - 40% tot 20- 80 %), Het propionzuur in de pens steeg 
van 20,4 % tot 30,6 %, terwijl methaan daalde van 351 1 tot 208 l/24 h (koeien !). 
Ook hier komt het verband tussen methaan- en propionzuurverming duidelijk tot uiting 
Interessant is dat het probleem vanuit een ander standpunt benaderd werd. Inderdaad, 
daar waar methaandaling steeds bewerkstelligd werd door het toevoegen van additie-
ven, werd methaan hier geremd door het verhogen van één der voedercomponenten. 
4.6 , De remming der methaanvorming in vitro door methaananalegen 
BAUCHOP (1967) vond dat lage concentraties chloroform (0,5 mM), tetrachloorkool-
stof (2,0 mt~) en methyleenchloride (15,8 mM) de methaanvorming door rumenbacteriën 
remde, Hij stelde dit vast in incubaties van pensvocht met formiaat als substraat. 
Methaanremm,ing ging onk hier gepaard met aan accumulatie van waterstofgas, waaruit 
de auteur besloot dat methaanproductie selectief geremd wordt door de methaananalo-
gen, De waterstofopstapeling gebeurt niet steechicmetrisch volgens de reactie : 
het-geen volgens BAUCHOP erop zou wijzen dat de waterstofproductie eveneens geremd 
wordt. De auteur besluit dat methaananalegen ergens zouden ingrijpen tussen de 
waterstofvorming en de reductie van co 2 tot methaan 
Gezien het belang van deze bevindingen in het kader van ons onderzoek, hebben wij 
de invloed van deze producten op methaan- en vluchtige vetzuurvorming uit substra-
ten, verder van de eindproducten verwijderd, onderzocht. 
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4.6.1. In vitro experimenten 
~ff~~!-~~~-!~!~~~bl~~~~~~l~!~f-~~-~~l~~~f~~~-~e-~~!~~~~~~~~i~g-~i!_f~~~i~~! 
Extreem lage concentraties CC1 4 en CHC1 3 remmen volledig de methaanvorming door 
gewassen celsuspensies van rumenbacteriën uit formiaat (tabel 28 en tabel 29). 
Hierdoor werden de resultaten van BAUCHOP (1967) bevestigd. Deze drastische rem-
ming gaat echter gepaard met een aanzienlijke vermindering van de substraatafbraak. 
Hetzelfde werd ook waargenomen in de proeven met chloralhydraat. In alle gevallen 
trad waterstofaccumulat i e op. 
~ff~~!_Y~Q_!~!r~~~lQ2~~~~l~!~f-~~-~bl~~~f~r~-~e_iQ~~~~!i~~-~~~-g~~~~~~~-~~l~~~e~~~i~~ 
~~!_e~r~Y~~!-~l~-~~~~!r~~! 
Dat beide verbind i ngen i n zeer lage concentraties duidelijk het fermentatiepatroon 
van pyruvaat beïnvloeden bl i jkt uit de resultaten weergegeven in tabel 30 en 31. 
Methaanvorming is totaa l geremd, terwijl waterstofgas opstapelt. De acetaatvorming 
wordt in mindere mate geremd, terwijl propionzuur-en in de meeste gevallen boter-
zuurvorming gestimuleerd worden. Koolstof- en waterstofterugwinsten werden berekend , 
zoals door DEMEYER (1967) beschreven. Zoals in de proeven met chloralhydraat noteert 
men een tekort i n waterstofterugwinst, door toevoegen van tetrachloorkoolstof. Dit 
effect schijnt niet zo uitgesproken te zi jn in de incubaties met chloroform. In 
alle proeven werd de bepaling van melkzuur uitgevoerd, doch slechts verwaarloos-
bare hoeveelheden werden hiervan aangetoond. 
De invloed van be i de verbindingen op de afbraak van pyruvaat is weergegeven in 
tabel 32. Deze wordt slechts in mindere mate beïnvloed. In de meeste incubaties 
noteert men een lichte remming, terwijl bij bepaalde concentraties cc1 4 en CHC1 3 
zelfs meer substraat wordt afgebroken dan in de blanco-incubatie, Dit heeft echter 
geen invloed op een eventuele stijging in de propionzuurproductie, daar deze 
waarden steeds berekend werden per 100 ~moles pyruvaat afgebroken. 
De vaatjes werden hier overnacht (15 h) geîncubeerd, daar uit de experimenten met 
chloralhydraat gebleken is dat langere incubatieduur de propionzuurstimulatie gun-
stig beïnvloedt. Om dezelfde reden werd stikstof als incubatiegas vervangen door 
het gasmengsel co2 60 % - N2 40 %. 
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2 1 ,43 
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a = 5 mZ gewassen ceZsuspensie werden gedurende 3 h onder N2 ge~naubeerd 
met 5 mZ buffer, bevattend 500 ~moZes fo~iaat en 2,5 mZ emuZsie ccz4 
in buffer. 
AZZe waarden werden gecorrigeerd voor getuige-incubaties, 




TABEL 29 -Effect van CHC1 3 op methaan- en waterstofproduktie door rumenbactertën 
uit formiaat.a 




Totaal stikstof h Formiaat afge- CH4 gevormd H2 gevormd CHC1 3 toegevoeg<l 
mg/ml braken (~moles) l~moles) c~moles) 
0 412° 85 4 
1,69 0,02 90 0 74 
1 ,68 
1 ,60 

























a = Zelfde i ncubati eonts t andigheden als beschreven onder tabel 28, 
b = ~moles/m l i ncubatievloeistof. 
c = Gemiddelde van twee waarnemi ngen 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-==-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
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Eindproduktene C en H terugwinst in 







b CH4 H2 Azijnz, Propionz. Boterz. C-terugwinst H-terugwinst 
% % 




0 11 ,4 0 88 '1 13 '7 2 '1 106,0 90,9 
0,01 6,3 4,9 75 ,9 15 '7 2,5 96,6 82,2 
0 ,71 0,02 1 ,9 12 ,2 74,9 16 '1 3 '1 97.2 74,3 
0,03 1 ,6 17 ,9 76,7 16,6 2 ,7 98,7 80.3 
0,04 1 ,5 17 ,9 75 ,7 17 ,3 2 ,7 98.4 81 .2 




0 13 .5 0 90,0 14,6 1 .5 104,9 JOO ,8 ~ 
0,01 12,6 0 86,2 14,7 1 ,6 104,1 97,7 
2 0,83 0,02 8,2 0,3 75 '1 17,6 2 ,1 96,9 90 '1 
0,03 9 ,0 0,3 77,8 17,5 2,0 99,3 92,8 





0 16,4 0 80,4 1 0 '1 0,8 92 '1 97.5 
0 .1 0 28,2 74,0 18 ,4 2,7 -97,8 88.8 
3 1 ,07 0,2 0 24 ,8 71 ,6 17 ,5 2,4 93,9 82 '1 
0,3 0 31 t 7 75,8 19,0 2,6 100,0 93,9 






a = 15 ml gewassen celsuspensie werden gernaubeerd met 10 ml buffer bevattend-
1000 11moZes pyruvaat en 5 mZ emulsie ccz4 in buffer, 
Incubatieduur : 15 h 
Incubatiegas : 40 % N2 - 60 % co2 
b = 11 moles/ml inaubatievloeistof, 
a =l-JmoZes/100 J..lmoZes pyruvaap afgi3.br!oken, 
·================================================================================= 
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TABEL 31 -Effect van CI:IC,bOP de eindprodukten van het pyruvaatmetabo1isme 
door rumenbacteriën a 
-=-=-=-=---=-= -= = -= -:; -= -= -= -= -= -= ~= -= -= -= -= ~= -= -= -= = -= -= -= -= -= ·= -= -= -= -= -= -= --
c en H terugwinst in 
Exp T.N. 
CHC1 Eindprodukten° de eindprodukten toeg~-




b CH4 H2 Azijnz. Propionz. Boterz. C-terugwinst H-terugwi nst % % 
--.-------
--·---- ---- ------- -------·----------
------------ -------------
0 10,6 0 74,8 16,6 1 , 1 93,6 94,4 
0,01 0 12,7 80,7 22,2 1 ,6 1 06,1 82,5 
1 0,64 0,02 0 19 ,7 71 ,4 20,4 2 '1 96,0 85,1 
0,03 0 18,6 75,0 22,9 3,4 104,7 94 '1 






0 12,6 0 86,3 14 '1 1 ,4 103,2 95,5 
0,01 10,0 l ,3 89,3 15 ,5 1 ,3 107,4 90,4 
2 0,74 0,02 0 23,4 79,2 17 ,4 2,7 99,3 81 ,0 
0,03 0 29 '1 77,8 18,9 2,4 101 ,5 90,6 






0 9,0 0 79,4 17 ,6 2 ,4 101 ,8 94,0 
0 '1 0 22,8 79,2 19,5 2 ,6 103,9 86,5 
3 0 '71 0,2 0 21 ,5 76,4 22,2 4,4 107,4 97,2 
0,3 0 22,9 72,8 21 ,2 3,7 101 ,4 93,9 
0,4 0 24,3 72,2 22 '1 3,3 100,9 97,2 
----------
----·--- ------- -------- --------
------------ -------------
a = Zelfde incubatieomstandigheden als beschreven onder tabel 30 
b = llmoles/ml incubatievloeistof 
a = llmoles/ 100 llmoles pyruvaat afgebroken, 
=====-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
Unlv. Gent 
Blb11oth .. k 
f•'· ln~boub. 
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TABEL 32 - Invloed van cc1 4 en CHC1 3 op de pyruvaatafbraak door gemengde 
rumenbacteriën a 
--=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= = =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
cc1 4 toegevoegd (~moles/ml incubatie- Substraatafbraak %b 
vloeistof) 
Exp, 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 
0 0 0 100 100 100 
0,01 0,01 0 '1 91 99 109 
0,02 0 ,02 0,2 92 93 105 
0,03 0,03 0,03 .. 96 98 107 
0,04 0 ,04 0,4 96 96 108 
-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-= = =-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-=---=-=-=-=-=--
2, CHC1 3 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= = =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
CHC1 3 toegevoegd ( ~moles/ml incubatie- b 
) Substraatafbraak % vloeisto-f 
Exp, 1 Exp . 2 Exp. 3 Exp, 1 Exp. 2 Exp. 3 
0 0 0 100 100 100 
0,01 0,01 0 '1 107 110 97 
0,02 0,02 0,2 104 104 97 
0,03 0,03 0,3 97 110 95 
0,04 0,04 0,4 101 102 91 
a = Proefomstandigheden zoa l s beschreven in tabel 30. 
b = Procentisch uitgedrukt t.o.v. de substraatafbraak in de getuige-incubatie 





Men kan opwerpen dat incubatiesmet gewassen celsuspensies en pyruvaat reeds betrek-
kelijk ver van de werkelijke in vivo toestand verwijderd zijn, Verder werden met 
deze beide methaanremmende verbindingen geen in vivo proeven uitgevoerd. Daarom 
werd getracht de in vivo omstandigheden iets dichter te benaderen, door het incu-
beren van volledig pensvocht, onmiddellijk na de monstername. In deze proeven werden 
geen fermentatiebalansen berekend, dit door de aanwezigheid van grote hoeveelheden 
endogeen substraat en vluchtige vetzuren. Resultaten van dergelijke incubaties zijn 
weergegeven in tabel 33. Het toevoegen van beide verbindingen in zeer lage concen-
trat ies (voor cc1 4 0,02 ~moles /ml incubatievloe6tof; voor CHC1 3 0,04 ~moles/ml 
incubat ievloeistof ) , resulteert reeds in een totale remming van de methaanvorming, 
Bij de lage concentraties cc1 4 (0,02 tot 0,05 mM) ging methaanremming telkens ge-
paard met een duidelijke verhoging van de propionzuur-en boterzuurvorming ~ Het 
verhogen van de concentrat i e tot 0,10 mM resulteerde blijkbaar in bepaalde i ncu-
bat i es (één in tabel vermeld) in een remming van de vluchtige vetzuurproductie, Het 
concentratiegebied van CC1 4 waarin methaanremm i ng gepaard gaat met propionzuur-
st imulatie schijnt dus wel nauw begrensd te zijn, Het verhogen van de concentratie 
heeft een algemene t ox ici tiet voor gevolg. 
In alle proeven noteerde men een gevoel ige remm i ng van de azijnzuurproductie. 
Het effect van chloroform is analoog aan dit teweeggebracht door tetrachloorkool-
stof~ alhoewel 0,1 0 mM CHC1 3 ni et resulteerde in een algemene remming van de vet-
zuurproductie. In alle proeven werd een waterstofopstapel i ng waargenomen. 
4.6 .2, Bespreking van de resultaten 
Dat methaanvorming totaal kan geremd worden door toevoegen van extreem lage con-
centraties cc1 4 en CHC1 3 blijkt duidelijk uit de beschreven proeven, De incuba-
tiesmet pyruvaat en glucose bewijzen dat methaanremming ook optreedt bij het metabc-
liseren van substraten, verder van het eindproduct .verwijderd. De resultaten 
door BAUCHOP (1967) beschreven, konden bevestigd worden. 
Uit proeven met formiaat kan men afleiden dat methaananalegen een selectief toxische 
i nvloed uitoefenen op de methaanbacteriën. Nochtans werd acetaatvorming in de 
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TABEL 33 - Invloed CCl ~ en CHC1 3 op incubaties van pensvocht met glucose,a 
\ 















0 '1 0 
0 
0,04 











H2 Azijnz , 
0 51 ,4 
24,6 27,9 
29,8 24,9 




45 ,5 11 ,2 
23,0 0 50,9 
0 25,5 22,9 

































a = 15 mZ pensvocht werden gedurende 15 h gefncubeerd met 10 ml buffer, bevattend 
1000 ~moZes gLucose en 5 mZ emuLsie CCL 4 of CHCL3 in buffer, AZZe waarden 
zijn het gemiddeLde van 2 proeven en gecorrigeerd voor getuige-incubaties. 
Incubatiegas : C02 60 % - N2 40 %. 
b = ~moZes/mZ incubatievLoe i stof. 
c = ~moLes/100 ~moles glucose afgebroken, 
--=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=--
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incubatiesmet glucose en volledig pensvocht eveneens geremd. Hogere concentra-
ties CC1 4 bewerkstelligen een algemene remming van de vluchtige vetzuurproductie, 
Uitzondering makend voor deze incubaties ging methaanremming steeds vergezeld van 
een duidelijke stiiing in propionzuurproductie, Dit steunt dus opnieuw het bestaan 
van een omgekeerde relatie tussen. deze etndproducten in de pens , In de meeste geval-
len werd eveneens een stijging in de boterzuurproductie waargenomen. Methaanremming 
resulteert steed~ in een opstapeling van waterstofgas. Ook BAUCHOP (1967) stelde 
dit vast, in incubatiesmet formiaat. Hij berekende dat deze opstapeling niet 
steechicmetrisch gebeurt volgens de reactie : 
Dit zou kunnen verklaard worden door het remmend effect van methaananalegen op de 
form i aat~fbraak zoals aangetoond in onze proeven, resulterend in een verminderde 
waterstofproductie. Bij het beschouwen van tabel 28 en 29 blijkt dat, zelfs rekening. 
houdend met de verm i nderde formiaatafbraak er een niet-stoechi:m:!trische opstapel i ng 
van waterstof plaats grijpt. 
Dat hetzelfde eveneens voorkomt i n de getuige-incubaties zou erop wijzen dat water-
stof, gevormd door de afbraak van formiaat, naast methaanvorming gebruikt werd in 
andere reducerende processen, zoals reductie van endogeen substraat tot propion-
zuur en boterzuur, reductie van so4 en N03-, hydrogenatie van onverzadigde vet-
zuren, ethanolvorming. Wanneer we de concentraties van CC1 4 en CHC1 3, waarbij methaan 
volledig geremd werd, vergelijken met deze van lijnoliehydrolysaat en chloralhydraat, 
dan blijkt de 11 actieve concentratie 11 (concentratie waarbij CH 4 geremd wordt) der 
methaananalegen extreem laag te zijn. Methaa~vorming uit pyruvaat wordt door 
0,1 mM CC1 4 en 0,02 mM CHC1 3 volledig geremd, Veel hogere concentraties vetzuren 
(>l ,0 mM) en chloralhydraat (>0,2mM) waren hiervoor vereist. Chloralhydraat wordt. 
in de pens afgebroken tot trichloroY-ethanol, chloroform en formaldehyde of methanol 
(PRINS , 1967). 
Rekening houdend met de zeer lage actieve concentratie van chloroform is het 
mogelijk dat deze verbinding inderdaad de oorzaak is van de remmende werking van 
chloralhydraat. Chloroform werd vroeger soms gebruikt om de groei van bacteriën 
te onderdrukken (RUYS, 1957). 
L 
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WOOD en medew. (1968) (vermeld in RUFENER en WOLIN, 1968) remden in vitrode 
methaanvorming van - ·Methanobácillus Omelïanskii · door o.a. CHC1 3_ en CC1 4, Zij 
vonden dat de gehalogeneerde methaananalegen reageren met gereduceerd vitamine 
s12 , zodat de cabamide afhankelijke methyl-transfert reacties in de methaanvor-
ming verhinderd worden. Dit kan eveneens de reden zijn van het effect van beide 
verbindingen op methaanvorming in de pens. 
Korte tijd na de door ons bekomen resultaten, publiceerden RUFENER en WOLIN (1968) 
het effect van CCl 4 op methaan- en vluchtige vetzuurproductie in continue culturen van 
pensbacteriën, alsmede in de pens in vivo. Hun in vitro resultaten zijn analoog aan 
de onze. De concentratie CC1 4, nodig voor een remming der methaanvorming in vivo 
lag merkelijk hoger dan deze in vitro. Ook bleek dat 85 uur na het toedienen de 
methaanvorming opnieuw de normale waarde bereikte, hetgeen wijst op een verdwijnen 
of detoxifica~tè e van cc1 4 in vivo. 
Zeer recent publiceerde PRINS (1970) het effect van o.a. CHC1 3 op methaanvorming 
in i ncubaties met pensvocht. Zijn resultaten zijn volledig in overeenstemming met 
de onze,, 
Tenslotte willen wij nog vermelden dat de broomanalegen van methaan hetzelfde 
effect uitoefenen, zoals geïllustreerd met CH2Br2 in tabel 34, Het effect van 
chloorbroommethaan vindt men in tabel 35. 
4.6.~. Samenvatting en besluit 
Chloroform en tetrachloorkoolstof remmen reeds in zeer lage concentrati~ de methaan-
vorming, ook uit substraten, verder verwijderd van het eindproduct. Door het incu-
beren met pyruvaat en glucose kon eveneens het effect van beide verbindingen op de 
vluchtige vetzuurproductie aangetoond worden. Propionzuur- en boterzuurvorming wer-
den gestimuleerd, terwijl de azijnzuurvorming ui~yruvaat licht geremd werd. Uit 
glucose werd azijnzuurvorming meer geremd dan uit pyruvaat. Methaanremming was 
steeds vergezeld van een aanzienlijke opstapeling van waterstofgas. Substraataf-
braak werd in bepaalde gevallen door toevoegen van de remmers lichtjes verminderd, 
in andere gevallen trad zelfs stimulatie op. Uit de resultaten kan men besluiten 
dat de chlooranalegen van methaan selectief toxisch zijn voor methaanbacteriën. 
Analoog effect werd bekomen door toevoegen van broomanalogen. Opnieuw blijkt hier-
uit duidelijk dat methaan- en propionzuurvorming in de pens in omgekeerde zin 
variëren. 
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TABEL 34 -Invloed van CH2Br2 op het glucose metabolisme door rumenbacteriëna 




voegd b Azijnzuur Propionzuur Boterzuur Melkzuur 
--------------- -----------
------------------------- ---------- ----------
0 22 ,8 0 74,8 48,0 15 ,0 47,4 
0,05 0 37,7 66,2 57,3 16,4 43,6 







2 0 26,6 0 84,9 48,7 20,2 26,0 
0,05 0 53,4 69,8 60,4 22,9 23,9 







3 0 27,6 0 125,9 41 , 1 16,5 n,b. d 
0,05 0 64,9 116 ,2 53,2 15,3 n.b. 
0,10 0 66,3 109,0 53,9 18,6 n.b. 
a= 25 mZ pensvocht werden getncubeerd met 25 mZ Burrough 1s opZossing 
(HENDERICKX, 1962) bevattend 1000 J.lmoZes gZucose en 5 mg N(NH,fC03) 
gedurende 3 h onder co2. 
b = J.lmoles/ mZ incubatievZoeistof. 
c = ).lmoZes/100 JJmoZes gZucose in vZuchtige vetzuren en meZkzuur. 
d = n.b. =niet bepaaZd. 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
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TABEL 35 - Invloed van chloorbroommethaan op de eindprodukten van het pyruvaat-








1 ,30 0 
-·--------




























Azijnzuur Propionzuur Boterzuur 
---------------- ---------------
0 76,9 9,3 2,4 
25 ,2 71 ,6 12,6 4,0 




0 78,3 12 ,8 2 ,6 
20,4 76,5 17 ,9 4,8 
18,8 71 ,2 16 ,6 3,6 
-------------- ----------------
--------·-------
0 82 ,9 13,1 3,4 
17 '7 77,5 17 ,4 4,0 
17 , 1 76,3 16 ,4 4 '1 
-------------- ---------------- ---------------
a = Zelfde incubatieomstandigheden als beschreven onder tabel 30, 
b = ClCH2Br toegevoegd als emulsie in fosfaatbuffer en uitgedrukt als ~moles/ml 
incubatievZoeistof, 
c = ~moZes/100 ml pyruvaat afgebroken, De waarden voor de incubaties waar 
ClCH2Br werd toegevoegd zijn het gemiddelde van drie waarnemingen 
Alle waarden zijn gecorrigeerd voor ge ~uige-incubaties, 




Hoger beschreven experimenten bevestigen in vitro en/of in vivo het bestaan van een 
omgekeerde relatie tussen methaan- en propionzuurvorming in de pens. Hierop steunend 
kunnen wij het methaanremmend vermogen van bepaalde producten voorspellen : 
1. ~~~l~l~~rq~-~b~QQ!~Q : 
verhogen de propionzuurvorming in vivo bij schapen (MARCO en ERWIN, 1967). 
2. ~~~~~!q~-~~~!i~iq~Q : 
KUTCHES en medew. (1969; 1970) bepaalden het effect van verschillende insecti-
eides en herbicides op de vluchtige vetzuurvorming in vitro, Zij vonden een ver-
hoogde propionzuurvorming door toevoegen van DDT, Sevin, Malathion en 2,4-D 
(2 ,4-dichlorophenoxyazijnzuur). 
beide verbindingen werden vroeger soms gebruikt als geneesmiddel in de behande-
ling van ketosis. Na het toedienen vond men verhoogde propionzuurgehaltes in de 
pens (BAAY, 1959). Zeer recent werd het remmend effect op methaanvorming ge-
publiceerd (PRINS, 1970). 
4. ~fl.~~Q~i !:!~IJ. 
verhogen propionzuurvorming van pensbacteriën in vitro (FEHR en DELAGE, 1970). 
5. Heel recent publ iceerde 0 1CONNOR en medew . (1970, 1971) het effect van een hele 
reeks chemische additieven op de vluchtige vetzuurvorming in inwitro incubaties 
met pensvocht. Verscheidene van deze producten stimuleren in meerdere of mindere 
mate de propionzuurvorming. De hoogste propionzuurstimulatie (verdubbeling van 
de controlewaarde) werd bekomen met Su-11 ,445; Su-14,276 en Su-15,412. Voor de 
structuur van deze producten raadplege men de oorspronkelijke publicaties. 
Tenslotte weze hier nog vermeld dat methaanremming gekoppeld aan propionzuurstimu-
latie in vitro reeds vroeg~ gepubliceerd werd voor kopersulfaat (SLYTER en WOLIN, 
1967) en 2,2-dichlorovinyl dimethylfosfaat (HOWES en OVER, 1968). 
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4.8. Samenvatting 
In het begin van dit werk wordt het methaanremmend effect van onverzadigde vetzuren, 
zoals door DEMEYER (1967) in vitro beschreven, aangetoond in het levend dier. Intere~ 
sant hierbij is dat de vorming van propionzuur, een eindproduct rechtstreeks bruik-
baar voor de gastheer, verhoogd wordt, 
Fermentatieschema 1 S in acht ~~d kan men zich aan dergelijk bijkomend effect ver-
wachten, Hierop steunend kan methaanremming verwacht worden door toevoegen van 
propîonzuurstimulantia. Zodoende werd het effect onderzocht van chloralhydraat, 
natriumsulfiet en het verhogen van het gehalte aan gemakkelijk verteerbare kool-
hydraten in het rantsoen. Anderzijds werd een uitgebreid in vitro onderzoek gewijd 
aan het effect van chloroform en tetrachloorkoolstof op de rumenfermentatie, 
Hiervoor werden incubaties van celsuspensie of pensvocht verricht, met als sub-
straten co2 - H2, formiaat, pyruvaat en glucose. Al deze verbindingen verminderen 
aanzienlijk de methaanvorming uit dergelijke substraten. 
Zeer lage concentraties cc1 4 en CHC1 3 remden volledig de methaanproductie (0,05 mM). 
Met chloralhydraat en natriumsulfiet waren hogere concentraties vereist (resp. 
0,2-1,0 mM en 0,2 tot 3,0 mM). 
De remming der methaanvorming uit pyruvaat en glucose resulteert ~eeds in een ver-
hoogde propionzuurvorming. In de proeven met sulfiet echter kreeg men enkel stij-
ging van de boterzuurvorming. In de meeste gevallen neemt men tevens een opstapeling 
van waterstofgas waar. Dit gas wordt normaal in de rumen niet aangetroffen. Door 
incubaties met substratén, specifiek voor methaanbacteriën, kan men besluiten dat 
de geteste additieven rechtstreeks toxisch inwerken op de methanogene flora. Me-
thaanremming is dus niet het gevolg van een rechtstreekse stimulatie van de pro-
pionzuurvorming door de additieven. 
De in vitro resultaten met chloralhydraat en sulfiét werden door in vivo proeven 
bevestigd. De techniek hiervoor gebruikt wordt in het begins van dit werk uitvoerig 
beschreven. Ook hier trad in alle gevallen een propionzuurstimulatie op als gevolg 
van de verminderde methaanproductie. De voorgestelde omgekeerde relatie tussen de 
methaan- en de propionzuurvorming, werd proefondervindelijk aangetoond. 
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Verder werd nog aanzienlijke methaanremming gevonden door toevoegen van ri:cinol-
zuur en anacardiumzuren! 
Er werd ook beschreven dat de propionzuurverhoging, als gevolg van het verhogen 
van het gehalte aan gemakkelijk verteerbare koolhydraten, gepaard gaat met een 
aanzienlijke vermindering van het methaanvormend vermogen van het pensvocht. Methaan-
remming werd in dit geval niet bewerkstelligd door het toevoegen van additieven, 
maar door het verhogen van één der voedercomponenten, 
Steunend op het verband tussen methaan en propionzuur, en op literatuurgegevens, 
wordt het methaanremmend effect van een reeks verbindingen voorspeld. 
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5. VERDERE STUDIE OVER HET VERBAND TUSSEN METHAAN- EN PROPIONZUURVORMING IN DE PENS 
====== ========================================================================== 
Bij het beschouwen van het stoechiometrische reactieschema voor de hexose-afbraak 
in de rumen, zoals opgesteld door HUNGATE, (1966) kan men afleiden dat methaan-
remming gepaard zal gaan met propionzuurstimulatie, 
Reactieschema 
C6H12o6 2CH3COCOOH + 4H 
CH3COCOOH + H20 --~,.~ CH3COOH + C02 + H2 
CH 3COCOOH + 4H - ,... CH 3CH 2COOH + H 20 
2CH3COOH + 4H ~ CH3 (CH2J2COOH + 2H20 
CO 2 + 4H 2 .- CH 4 + 2H 2o 
In di t schema staan verscheidene waterstofleverende tegenover waterstofverbru i kende 
reacti es, Men ka n verwachten dat het remmen van een waterstofverbru i kende react ie 
za l gepaard gaan met een st imu latie van een andere, teielinde' cde oxydatie-.... reductieba·lans 
van het systeem i n evenwicht te houden. Enkel rekening houdend met dit schema kan 
zelfs verondersteld worden dat methaan- en propionzuurvorming in compet i tie zi jn voor 
besch i kbare metabol i sche waterstof. Men moet er echter rekening mee houden dat bi j 
de afbraak van glucose t ot pyruvaat volgens het Embden-Meyerhof-schema van de gly-
colyse en bi j het verder metaboliseren van pyruvaat tot de eindproducten twee ver-
sch i llende soorten metabol i sche waterstof gevormdl worden. Het afbreken van glucose 
tot pyruvaat gaat gepaard met een reductie van cofactoren (NAD) , terwi jl in de fos-
foroclastische react i e van pyruvaat tot acetaat gasvormige waterstof kan gevormd 
worden . Vo lgens lliNG (1970) moet een du idel i jk onderscheid gemaakt worden tussen 
deze beide soorten waterstof . De waterstof afkomstig van de fosforoclast i sche reac-
tie zou enkel gebruikt worden in de methaanvorm i ng, terwijl daarentegen i n de pro-
pionzuurvorming enkel de gereduceerde cofactoren gebruikt worden, die aldus gere-
genereerd worden. 
Indien deze theorie i nderdaad juist is, dan wordt een verklaring voor de omgekeerde 
relatie tussen methaan en propionzuur, gebaseerd op een competitie van beide react i es 
voor metabolische waterstof weinig waarschijnlijk, 
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Dat interferentie van gasvormige waterstof, of waterstofgevormdinde fosforocla-
stische reactie, met de dicarboxylzuurweg, leidend tot de propionzuurvorming niet 
kan uitgesloten worden, bewijzen de experimenten beschreven in dit h~fdstuk. 
Verder zal dan ook, zij het indirect, aangetoond worden dat het verband tussen de 
methaan- en de propionzuurvorming kan uitgelegd worden door het verbruik in de 
propionzuurvorming van het overschot van fosforoclastische waterstof, voortsprui-
tend uit de geremde methaanvorming. 
5.1, Propionzuurvorming uit pyruvaat 
Indien propionzuur uitsluitend zou gevormd worden met tussenkomst van gereduceerde 
cofactoren, dan zal in incubatiesmet pyruvaat als substraat geen propionzuur 
gevormd worden. Het samenvattendschema van de koolhydraatafbraak in de pens toont 
inderdaad aan dat bij de afbraak van pyrodruivenzuur door pensbacteriën geen 
+ NADH H gevormd wordt. 
Tabel 36 toont aan dat door gemengde pensbacteriën uit pyruvaat niet te verwaar-
lozen hoeveelheden propionzuur gevormd worden. Deze hoeveelheden kunnen zelfs 
nog verdubbeld worden door de methaanvorming te remmen, zoals blijkt uit dezelfde 
tabel. In tabel 37 werd de waterstofverdeling over de gereduceerde eindproducten 
procentisch voorgesteld. De berekeningwijze hiervoor werd vroeger reeds uitvoerig 
beschreven (DEMEYER en HENDERICKX, 1967a). Het is duidelijk dat zelfs tot tachtig 
procent van de metabo l i sche waterstof, die in dit geval uitsluitend afkomstig is 
van de fosforoclastische reactie van pyrmdruivenzuur, teruggevonden wordt in de 
propionzuurvorming. 
Deze resultaten schijnen er dus op te wijzen dat ~fosforoclastische~ waterstof in-
derdaad kan gebruikt worden in de propionzuurvorming, Merken wij echter op dat deze 
proeven betrekkelijk ver van de werkelijke in vivo toestand staan. Pyruvaat is 
normaliter geen substraat i n de rumen, doch eerder een intra-cellulair intermediair, 
terwijl, zoals trouwens reeds eerder beschreven, in celsuspensies het evenwicht 
tussen protoza en bacteriën verbroken is. Daarom zal in de volgende proeven meestal 
gewerkt worden met glucose als substraat, terwijl ook verscheidene proeven zullen 
gedaan worden met volledig pansvocht. 
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TABEL 36 - Propionzuurproduktie uit pyruvaat door gemengde rumenbacteriën met 
en zonder toevoegen van 1ijno1iehydro1ysaat,a 
r-=-=-
-=-=-=- -=-=-= -=-=-= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -=- -= -=-= -= -=-=-· 
T,N. b Lijno1iehydro1ysaat 
Exp. toegevoegd Methaan Propionzuur 
mg/ml (1Jmo1 es / m1 i nc , vocht) 
-------
----------------------- --------------- -------------
1 ,02 0 gC 12,9c 
0,5 5 21 ,1 
1 ,0 0 26,2 
2,0 0 26,8 
-----·--
----------------------- --------------- -------------
2 1 ,05 0 11 14 ,6 
0 ,5 6 21 ,2 
1 ,0 4 24 '1 
2 ,0 0 29,4 
-------
----------------------- --------------- -------------
3 l ,02 0 13 11 t 7 
0,5 8 13,5 
1 ,0 2 25,3 
2,0 0 25,5 
----- -------
----------------------- --------------- -------------
a = 15 mZ ce l suspensie werden gedurende 15 h get ncubeerd met 15 mZ 
fosfaat buffer (0, 066 M, pH 6,9 ) , bevattend 1000 ).lmoZes pyruvaat 
en een hoevee Zhei d ZijnoZiehydro Zysaat zoal s aangegeven , 
Incubat i egas : 60 % C02 - 40 % N2• 
b = T.N. = Tot aa l stikstof van de ce lsuspensie 
c = Uitgedrukt aZs ).l ma Zes/ 100 ).lmo Zes pyruvaat gemetaboUseerd, 
Al Ze waarden werden gecorri geerd voor getuige-incubaties, 
-= -= -= -=-= -= -= -= -= -= -= -= -= -=-= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -=-= -=-
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TABEL 37 -De procentische verdeling der metabolische waterstof over de eind-
produkten in incubatiesmet pyruvaat, met of zonder toevoegen van 
een methaanremmer~ 
--=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- -=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-

















Chloralhydraat 15 fJmoles 
CC1 4 l ,2 fJmoles 
% waterstof in de eindprodukten 







































































a = Incubatie-omstandigheden zoals o.a. beschreven in tabel 36 en eerder in dit 
werk. 
b = ~ales/vaatje toegevoegd, 
c =Alle waarden werden gecorrigeerd voor getuige-incubaties (zonder substraat) 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
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5,2. Berekening van de waterstofbalansen 
Sbe~nend op de gekende afbraakwegen voor glucose door pensbacteriën kan men voor 
een incubatie berekenen hoeveel gereduceerde cofactoren geproduceerd worden bij de 
afbraak van glucose tot pyruvaat, terwijl anderzijds men ook kan berekenen hoeveel 
waterstof geproduceerd wordt in de afbraak van pyruvaat tot acetaat. Tenslotte kan 
men nagaan hoeveel gereduceerde cofactoren nodig waren om de propionzuur- en boter-
zuurvorming te verantwoorden , terwijl uit de methaanproductie de hoeveelheid ver-
bruikte fosforoclastische waterstof kan berekend worden. Deze berekeningen geschied-
den volgens het schema : 
1, ~~~~q~ç~~~q~-ç~f~ç!~~~~ (2H) 
a. geproduceerd Acetaat+ Propionaat + 2 Butyraat 
b. verbruikt 2 Propionaat + 2 Butyraat 
a. geproduceerd 
b, verbruikt 
Acetaat + 2 Butyraat 
4 Methaan + Waterstofgas (eventueel opgestapeld) 
Meer gedetailleerde weP.rgave van dit schema vindt men in fig. 22, Als methaanvorming 
enkel gasvormige waterstof verbruikt, dan mag de hoeveelheid waterstof in methaan 
teruggevonden, de hoeveelheid geproduceerde fosforoclastische waterstof niet over-
treffen. Daartegenover staat dat indien in de propionz;uurvorming enkel gerecl.U:ceerde 
cofactoren verbruikt worden1 de hoeveelheid nodig om het gevormde propionzuur te ver-
antwoorden niet groter mag zijn dan de geproduceerde hoeveelheid NADH H+. 
Dergelijke theoretische berekeningen werden uitgevoerd met resultaten van incubaties 
met glucose en met of zonder toevoegen van methaanremmende additieven (proeven reeds 
eerder in dit werk beschreven). De reswtaten vindt men in tabel 38. Het is duidelijk 
dat in normale incubaties d. i . waar de methaanvorming niet geremd werd of waar de 
propionzuurvorming niet gestimuleerd werd, de hoeveelheid fosforoclastische waterstof 
bijna volledig teruggevonden wordt in methaan. Het geheel of gedeeltelijk remmen 
van de methaanproductie heeft voor gevolg dat de fosforoclastische waterstof, terug-
gevonden in methaan en opgestapeld waterstofgas zeer klein is ten opzichte van de 




0,5 Glucose - ( 2H) Pyruvaat l Acetaat + lH2 + lC02 
0,5 Glucose - (2H) Pyruvaat +2 ( 2H) propionzuur 
Glucose -2 ( 2H) 2 Pyruvaat 2 Acetaat + 2H 2 + 2C02 
2 Acetaat +2 (2H) ..- l Boterzuur 
l CH4 
(2H) = gereduceerde cofactoren 
H2 = fosforocla sti sche waterstof 
- (2H) = gered. cofactoren geproduceerd 
+ (2H) = gered. cofactoren verbruikt. 
Berekeningswijze 
l. Hoeveelhe id gereduceerde cofactoren geproduceerd : 
l x hoevee l heid acetaat+ l x hoeveelheid propionaat + 2 x hoeveelheid butyraat, 
2. Hoeveelhe id gereduceerde cofactoren verbruikt : 
2 x hoeveelheid propionaat + 2 x hoeveelheid butyraat 
3, Hoeveelheid fosforoclastische waterstof geproduceerd 
l x hoeveelhe id acetaat + 2 x hoeveelheid butyraat. 
4. Hoeveelheid fosforoclast ische waterstof verbruikt : 
4 x hoeveelhe id methaan+ l x hoeveelheid waterstofgas, eventueel in de incu-
bat i e aanwezig, 
FIGUUR 22 - Schema voor het berekenen van de waterstof-
balansen, 
- 114 -
TABEL 38 -Vergelijking van de hoeveelheid geproduceerde en verbruikte fosforo-
c1astische- en cofactoren waterstof, berekend uit de eindprodukten van 
incubatiesmet glucose en met of zonder toevoegen van methaanremmer.a 
-=-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-=---=-=-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
Gereduceerd cofactoren (2H) Fosforoc1astische waterst, (H2) 
Experiment 
getuige 
+ CC1 4 
getuige 
+ CHC1 3 
getuige 
+ CC1 3CH(OH) 2 
getuige 











+ sucrose infusie 823 


























b = Berekend uit gemiddelde waarden voor de gevo~de eindprodukten , Zo werd 
voor de proeven met CCl 4 het gemidde lde berekend voor minstens 10 waarne-
mingen; CHCl 3, 9 waarnemi ngen; CCl 3CH (OHJ2, 2 afzonder l ijke proeven; sucros -
infus i e, minstens 9 waarnemingen, Voor de incubatieomstandigheden raadplege 
men de tabellen hoger in dit werk venne ld. 





heid cofactoren nodig om de gevormde hoeveelheid propionzuur en boterzuur in de 
methaangeremde incubaties te verantwoorden, aanzienlijk groter is dan de geprodu-
ceerde hoeveelheid, 
Deze berekeningen suggereren sterk dat bij geremde methaanvorming fosforoclastische 
waterstof verbruikt wordt in de propionzuurvorming. In normale incubaties wordt deze 
waterstof bijna integraal teruggevonden in methaan. Dit kan verklaard worden door 
de geweldige affiniteit voor gasvormige waterstof van het methaanvormend systeem. 
Deze resultaten schijnen dus wel te wijzen op een verbruik in, of een afleiden naar 
de propionzuurvorming van het waterstofoverschot, voortspruitend uit de geremde 
methaanvormi ng. Metmaanremming zou al,dus resulteren in een gestimuleerde propion-
zuurproductie, waardoor het vastgestelde verband tussen beide eindproducten kan 
verklaard worden. Indien dit inderdaad zo is, dan moet het mogelijk zijn de propion-
zuurproductie te verhogen . door het toevoegen van waterstofgas aan de incubatie. 
Dit wordt onderzocht in de volgende proeven. 
5,3, lncubaties onder waterstofgas 
In de eerste experimenten , waarbij geïncubeerd werd onder zuiver waterstofgas, 
werd methaanvorming ge~teldig gestimuleerd, terwijl de propionzuurvorming geremd 
werd. Het belang van exogeen koolstofdioxyde in de propionzuurvorming werd reeds 
vroeger bewezen (DEMEYER en HENDERICKX, l967b). Door de massale voorziening van 
waterstofgas wordt methaanrorming derwijze gestimuleerd, dat het gevormde kool-
stofdioxyde volledig verbruikt wordt, uiteindelijk resulterend in een remming van 
de propionzuurvorming. Teneinde dit effect uit te schakelen werd dan verder steeds 
geincubeerd onder een mengsel van waterstof en koolstofdioyde in bepaalde ver-
houdingen. 
5.3.1. lncubaties van celsuspensies met glucose onder waterstof, 
In deze reeks proeven werd het effect nagegaan van het toevoegen van waterstofgas 
aan incubaties van celsuspensies van rumenbacteriën met glucose als substraat. 
Twee gasmengsel (C02 - N2 : 50 % - 50 % en co2 - N2 : 20 % - 80 %) als incubatie-
gas werden vergeleken met overeenkomstige mengsel co2 - H2• De resultaten, samen-
gevat in tabel 39, tonen aan dat waterstofgas als componente van het incubati~as 
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TABEL 39 - Effect van waterstof als componente van het incubatiegas op het glucose 
metabolisme van celsuspensies,a 
-=-=-=-=-=-= -=-=-= -=-=-=-= -= -=- -= -= -= -= -= -=-=-=-=-= -=-=-= -·=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
Glucose afgebroken Eindprodukten (~moles/vaatje) 
Incubatiegas 
(~ mo 1 es) Azijnzuur Propionzuur Boterzuur 
co2 - N2 591 ±18 135 ± 6b 475±11 627 ±21 38 ± 5 
50 % - 50 % 
co2 - H2 587 ±15 950 ±21 426 ±12 683 ±23 32 ±12 
50 % - 50 % 
co2 - N2 572 ±21 129 ± 5 464±16 593 ±22 43 ± 6 
20 % - 80 % 
co2 - H2 542 ±18 1159±51 388 ±14 638±24 29 ± 5 
20 % - 80 % 
a = 15 ml celsuspensie en 15 ml buffer met 1000 ~moles glucose werden 15 h ge-
incubeerd onder een gasmengse l zoals aangeduid in de tabel, 
b =Gemiddelde~ middelbare fout (n = 9) , 
Alle waarden~ behalve deze voor de methaanvorming~ werden gecorrigeerd 
voor getuige-incubaties . 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
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een stimulerend effect uitoefent op de propionzuurproductie. Azijnzuur- en boter-
zuurvorming worden geremd, terwijl de glucose afbraak in mindere mate beïnvloed-, 
wo~dt. Dat de propionzuurverhoging onder waterstof werkelijk significant is, kan 
men afleiden uit tabel 40, 
Men krijgt hier dus, zij het iets minder uitgesproken, een propionzuurstimulatie 
zoals bekomen door toevoegen van methaanremmers. Zoals verwacht (Me NEILL, 1957), 
wordt de methaanvorming geweldig gestimuleerd. · 
De minder uitgesproken propionzuurstimulatie kan verklaard worden door de grote 
affiniteit voor gasvormige waterstof van het methaanvormend systeem, zoals blijkt 
uit de geweldige stijging der methaanproductie~ Na de incubatie kon zelfs geen 
waterstof meer in de vaatjes aangetoond worden, hetgeen wijst op een volledig 
verbruik tijdens de incubatie. 
5,3 .2. Incubat·es met volledig penswacht en glucose onder waterstof, 
In deze reeks proeven werden incubaties verricht met volledig pensvocht en 
BURROUGH 1 S mengsel (HENDERICKX, l962), .Teneinde de methaanvorming als competitieve 
partner voor de gasoormige waterstof uit te schakelen, werd aan bepaalde incubaties 
een hoeveelheid lijnoliehydrolysaat, geëmulgeerd in buffer, toegevoegd. 
In tabel 41 zijn proefopzet en resultaten beschreven. Uit de resultaten in kolom 
2 en 3 blijkt dat ook in incubatiesmet volledig penswacht de propionzuurvorming 
duidelijk gestimuleerd wordt door toevoegen van waterstofgas, Verder wordt de 
propionzuurproductie, zoals trouwens verwacht, aanzienlijk verhoogd door het toe-
voegen van onverzadigde vetzuren. Nochtans wordt propionzuurvorming in deze incu-
baties nogmaals duidelijk gestimuleerd door het vervangen van stikstof door water-
stof als componente van het incubatiegas (kolom 6 en 8). Dit geldt zowel voor de 
incubatiesmet lage als met hoge concentraties lijnoliehydrolysaat. Hoogst inter-
ressant is het feit dat de propionzuurstimulatie door waterstof groter is in 
de incubatiesmet vetzuren t.o.v. de stimulatie bekomen in de blancoincubaties 
(zonder lijnoliehydrolysaat, kolom 4, 7 en 10). Door het verminderen of uitschake-
len van de methaanvorming als competitieve partner voor de toegevoegde waterstof 
vergroot de propionzuurstimulati~. Meteen tonen deze proeven aan dat een overmaat 
waterstofgas inderdaad resulteert in een toename van de propionzuurproductie. 
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TABEL 40 - Variantie-analyse toegepast op de propionzuurvorming uit glucose onder 
verschillende incubatiegasmengsels,a 
=-= -= -= -= -= -= -= -= -=--= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= --= -= -= -= -= -= -= -= -= -·= -= -= -= -= -= -= -= -= --
50% - 50% 50% - 50% 
647 732 
2 710 771 
3 506 580 
4 598 601 
5 654 728 
6 567 648 
7 635 626 
8 648 737 
9 680 729 
------
---------------------
2. co2 - N2 t.o.v. co2 - H 2 
20% - 80% 20% - 80% 
------
---------------------




2 659 716 
3 566 598 
4 4,99 554 
5 638 644 
6 476 535 
7 594 641 
8 635 746 
9 611 621 
----------------------
s Vg Var. 
Rijen 64.265 8 8,033 
Kolommen 14.281 1 14,281~# 
Residueel 5.155 8 644 
-----------
----------- ------------ -----------
Totaal 83 .701 17 
----------------------- ------------
-----------
Fo = 14.281 ' 644 = 22,2 F0,995 = 14,7 







F - 9112 - 18 2 0 --suu- ' 
------------ -----------
8 9,036 
l 9 .112## 
8 500 
17 
F0,995 = 14,7 
a = Tweevoudige variantie-analyse toegepast op gepaarde waarnemingen, 
(DE JONGEJ 1960). 
=-= -= -·= -=-= -= -= -= -= -= -=-= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -=-
-
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TABEL 41 -Stimulatie van de propionzuurproduktie door waterstofgas, gekoppeld 
aan geremde methaanvorming, in incubatiesmet volledig pensvocht en 
glucose a 
-= -= ~= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= = -= -= -= -= -=-= -= -= -= -= -= ---= -= -= -=-= -= -=-= -=-= -=-=-
Exp. Normale incubatie Lage CH 4- remming Hoge CH4- remming 
onder co2-N 2 co2-H2 Stimul. m 2 -N2 co2 -H2 St i mul . co2-N2 co2-H2 Stimul. 
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) 
285b 356 71 418 514 96 454 587 133 
2 309 355 46 c 508 615 107 
3 363 403 40 455 531 76 512 607 95 
4 247 293 46 380 446 66 446 497 51 
5 295 306 11 381 396 15 458 497 39 
a= 25 ml pensvocht werden gedurende 2 h ge~ncubeerd met 25 ml Burrough's mengsel 
(1000 ~moles glucose, 5 mg N) onder C02 - N2 (50 % - 50 %) en C02 - H2 
(50%- 50 %) , Lage methaanremming werd teweeggebracht door toevoegen van 
5CO~moles l i jno l iehydrolysaat ( 1 ~male per ml incubatievloeistof). Voor de 
hoge methaanremming werden 100 ~moles toegediend. 
b = ~moles/vaatje, 
c = niet bepaald. 
-=-=-=-=-=-=-=-==-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-==-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
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Zeer recent vermeldde PRINS (1970) eveneens propionzuurverhoging, naast een stij-
ging van de methaanproductie, door het toevoegen van waterstofgas. Daar op dit ge-
bied in de literatuur praktisch niets gekend is, vonden wij het interessant de resul-
taten van deze auteur in dit werk op te nemen (tabel 42). Uit deze reeks experimen-
ten blijkt ook nog eens duidelijk dat waterstof de limiterende factor is in de 
methaanvorming, zoals door Me NEILL (1957) reeds vroeger geopperd. 
5.3.3 , Incubaties van fumaarzuur onder waterstof. 
Zoals voorgeste~-d in figuur 2 is fumaarzuur een intermediair in de propionzuur-
vorming. Het wordt gereduceerd tot barnsteenzuur dat dan gedecarboxyleerd wordt tot 
propionzuur. Fumaarzuur als substraat staat ,. , ~ dus veel dichter bij propionzuur 
dan pyruvaat of glucose . Fumaarzuur kan echter ook gemetaboliseerd worden tot ace-
taat (VAN DENHENDEen medew. 1963; DOETSCH en medew, 1953; DEMEYER, 1967), zoals 
trouwens blijkt uit tabel 43. Deze toont het effect van waterstofgas op de afbraak 
van fumaraat door celsuspensies. De propionzuurvorming uit fumaarzuur wordt aan-
zienlijk gestimuleerd onder waterstof. In de incubaties onder stikstof werd geen 
methaan gevonden, terwijl onder waterstof betrekkelijk grote hoeveelheden gevormd 
worden. Inderdaad, vrijkomend koolstofdioxyde uit de decarboxylatie van succinaat 
tot propionzuur wordt met het waterstofgas gereduceerd tot methaan. 
Opnieuw blijkt hieruit dat interferentie van gasvormige waterstof met ·de dicarboxyl-
zuur-vormingsweg van propionzuur mogelijk is, Reeds vroeger werd gevonden dat fumaar-
zuur door bacteriën kan gebruikt worden als terminale waterstofacceptor tijdens 
de oxydatie van verschillende organische verbindingen en voor moleculaire water-
stof (KREBS, 1937, vermeld in PECK en medew. 1957). Het fumaraat-reducerend systeem, 
gekatalyseerd door o.a. het fumaarzuur-reductase (BALDWIN, 1965) blijkt een systeem 
te zijn met hoge electron-acceptorcapaciteit (E'o = 0,031 Volt), DEMEYER (1967) 
berekende een E'o = ~ 0,254 Volt voor de reactie : 
In fysiologische milieu zou deze waarde echter heel wat hoger liggen. Zodoende 
blijkt het niet uitgesloten dat indien de methaanvorming, als systeem met hoge elec-
tronenaffiniteit, geremd wordt, vervangen wordt door de fumaarzuurreductie. 
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TABEL 42 - Effect van waterstofgas op CH4- en vluchtige vetzuurvorming in pens-
inhoud in vitro (Ontleend aan PRINS, 1970). 
--=-=-=-=-=-=---=-=-=-=-=-=-=-=-= =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=--











0 0,09 14 ±0,4b 136 37 21 3 
71 51 t 1 ,2 18± 1 '1 93 60 23 3 
125 20 :!- 1 '1 30 ± 1 ,2 
170 40 ± 1 ,3 48 ±2,0 52 109 24 3 
196 54 ± 1 ,3 47 ±1,8 51 119 24 3 




a = Eindprodukten uitgedrukt als ~moles/10 g rumeninhoud / uur, 







-= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= - = -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -=-=-= -= -= -=-=-
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TABEL 43 -Effect van gaswormige waterstof op het fumaarzuur-metabo1isme van ge-
mengde rumenbactet.iën. a 
-=-= =-=-=-=-=-= =-=-= -=-= -=-= = -=-= -= -=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-
Eindprodukten (JJmo1 es/vaatje) 
Exp, T , N .( mg /m 1 ) Incubatiegas ---------
-------------





0,66 N2 ob 122 175 7 
H2 393 96 422 0 
2 0,74 N2 0 118 276 0 
H2 515 50 409 0 
3 0,69 N2 0 33 88 0 
H2 107 31 450 0 
----
------------ ------------ --------- -------------
-------------- ----------
a = 15 ml celsuspensie werden getncubeerd met 15 ml fosfaatbufferJ bevattend 
500 JJmoles fumaraat, 
Incubatietijd 3 J 5 h. ~ 
Incubatiegas : zoals àangegeven in de tabel, 






Eveneens belangrijk is het feit dat voor deze reactie een~F0 = -20,3 ' kcal. kan. 
berekend worden. De theoretische berekende~F0 waarde voor de methaanvorming ligt 
tussen -30 en -50 kcal/mole (DEMEYER, 1967; HUNGATE, 1964) en laat synthese toe 
van 3 tot 5 rnales ATP. Een minder gunstig a~pect van de methaanremming zou het al-
dus verminderd A1P-synthetiserend vermogen van de pensflora zijn. Daar de methaan-
bacteriën deze energie kunnen gebruiken tot het vormen van bacteriëel eitwit, zal 
methaanremming uiteindelijk resulteren in een verminderde microbiële eitwitsynthese. 
Het reduceren van fumaarzuur tot succinaat voorziet de bacterie echter van een 
mogelijkheid tot ATP-synthese (2 tot 3 rnales ATP/mole fumaarzuur, aangenomen dat 
7 tot 12 kcal/mole ATP vereist zijn volgens LEHNINGER, 1965). Een mogelijke stimu-
latie van de fumaraatreductie door de methaanremming zou de pensbacteriën aldus 
de mogelijkheid bieden het verlies aan ATP-synthese, gepaard gaande met het uit-
schakelen van de methaanvorming, tenminste gedeeltelijk te recupereren. 
5.4. Incubaties van celsuspensies met glucose en toevoegen van formiaat. 
Deze proef kan beschouwd worden als een variante op de vorige. Formiaat wordt snel 
door de pensbacteriën afgebroken tot koolstofdioxyde en waterstof (CARROLLen HUNGATE, 
1955; DEMEYER, 1967), waarna reductie tot methaanplaats grijpt. Het verstrekken 
van formiaat als substraat naast glucose is dus een indirect toedienen van supple-
mentaire waterstof. 
Zoals in tabel 44 geïllustreerd resulteert het toevoegen van formiaat in een duide ~ 
lijkeverhog i ng van de propionzuurproductie. Opvallend is dat in sommige incubaties 
na toedienen van de hoogste hoeveelheid formiaat (600 ~moles) de methaanvorming 
minder gestimuleerd en zelfs lager werd dan de getuige (zonder toevoegen van formiaat). 
Betrekkelijk hoge hoeveelheden opgestapelde waterstof kunnen dan aangetoond worden. 
Klaarblijkelijk kan de waterstof, afkomstig van de afbraak van formiaat, zowel ge-
bruikt worden in de methaan- als in de propionzuurvorming. 
5.5. Bespreking 
De resultaten van de onder dit hoofstuk 5 beschreven proeven tonen aan dat gas-
vormige waterstof of waterstof, afkomstig van de fosforoclastische splitsing van 
pyruvaat, kan gebruikt worden in de propionzuurvorming. In normale incubaties, 
waar methaanvorming niet geremd werd, wordt de fosforoclastische waterstof bijna 
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TABEL 44 - Eindprodukten van de afbraak van glucose door celsuspensi$met toe-
voegen van formiaat.a 
=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 
T,N, Formiaat Eindprodukten (JJmo1es/vaatje) 
Exp , toegevoegd 
---------------------------------------------------------





0 ,46 0 81 3,5 378 415 28 0,91 
150 113 3,0 375 450 26 0,83 
300 126 16 '7 376 510 30 0,72 
600 42 264,5 327 t 542 29 0,60 
-----------
-------
--------- ------------ ---------- ----------
2 1,01 0 108 4,5 440 I 423 26 0,84 150 125 3,5 486 590 31 0,82 
300 144 0,5 500 640 30 0,78 




--------- ------------ ---------- ----------
3 0,50 0 50 3,8 314 418 20 0,75 
150 51 6,7 250 446 18 0,56 
300 I 60 9,2 256 492 18 0,52 
600 I 33 305,2 226 498 11 0,45 
----- ----- ________ ___ L ____ 
-------~---------
------------ ---------------------
a = 15 ml celsuspensi e werden gedurende 15 h onder co2 get ncubeerd met 15 ml 
buffer be.vattend 1000 JJmoles glucose en stijgende hoeveelheid formi aat 
(exp. 3 slechts 500 JJmoles gl ucose toegevoegd). 
Verwaarloosbare hoevee lheden me lkzuur werden bepaald, 
b = Verhouding acetaat/ propionaat. 
= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -=-=-= -= -= -= -= -= -= -=-= 
- 125 -
volledig in methaan teruggevonden, Het toevoegen van formiaat aan incubaties van 
rumenbacteriën met glucose , resulte~rt in een verhoging van propionzuur. 
f 
Al deze resultaten bewijzen dus, zij het indrlrect, dat het waterstofoverschot, ont-
staan door de geremde methaanvorming1 een verhoogde propionzuurvorming kan bewerk-
stelligen. De omgekeerde relatie tussen deze beide eindproducten van de pens-
fermentatie, zoals herhaaldelijk in dit werk proefondervindelijk vastgesteld, zou dan 
hierop steunen. 
Hoe het mechanisme voor de gestimuleerde propionzuurvorming juist verloopt is ver van 
opgehelderd en kan uit onze proeven niet afgeleid worden. Zo ware het mogel i jk 
dat de gasvormige waterstof pyr idine-dinucleotides kan reduceren, die dan geregene-
reerd worden door een verhoogde propionzuurvorming. Soortgel i jk mechan i sme zou optre-
den in sommige Clostridia, die geproduceerde waterstof opnieuw gebruiken, zoals gesug-
gereerd door het fe i t dat clostridiale hydrogenase pyridine-dinucleotides kan redu-
ceren, met als waterstofdonor pyruvaat of gasvormige waterstof, door een ferredo-
xi ne afhankel i jk proces (VALENTINE en medew. 1962, 1963, vermeld i n GRAY en GEST, 
1965) . Verder toondenBRILLen medew. (1964) reductie van NAD aan i n celvrije ex-
tracten van Methanobac i llus Omelianskii met waterstof afkomstig van formiaat, 
eveneens door tussen komst van ferredox i ne. 
Zeer recent vermeldden PETITDEMANGE en medew. (1970) reductie van NAD met als 
H-donor pyruvaat of waterstofgas in celvrije extracten van Clostridium acetobutyl i -
cum, door middel van een NAD-ferredoxine2 reductase. Verschillende rumenbacteriën, 
o.a. de propionzuurvormers Peptostreptococcus elsdenii en Veilonella gazogenes 
bez i tten ferredoxi ne (HUNGATE, 1966). 
De meest waarschijnlijke mogelijkheid is echter dat het waterstofoverschot uiteinde-
lijk remmend werkt op de productie van gasvormige waterstof, ·waardoor deze electrenen 
afgevoerd worden naar de reductie van pyridine-dinucleotides met tussenkomst van 
ferredoxine (zie figuur 1). Zodoende zou dan geen extracellulaire waterstof ver-
bruikt worden, zoals trouwens kan berekend worden uit de resultaten van PRINS (1970) 
(tabel 42 .) 
Derde mogelijkheid is een verhoogde propionzuurvorming door het stimuleren met 
waterstofgas van de reductie van fumaarzuur naar succinaat, dit dan bij organismen 
die de dicarboxylzuurweg volgen. 
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Het gelijktijdig samenspelen van ee drie geopperde mogelijkheden is uiteraard 
niet uitgesloten. 
Hoe dan ook, het exacte mechanisme is ver van opgehelderd. Experimenten op enzyma-
tisch vlak met zuivere culturen en celvrije extracten van verschillende pensbac-




Als eventueel nadeel voor de remming der methaanproductie werd door bepaalde onder-
zoekers (HUNGATE, 1965; WALKER, 1965; PRINS, 1970) de aldus verminderde synthese 
van microbiëel eiwit vooropgesteld. Inderdaad, methaanvorming levert energie (ATP) 
die door de bacteriën benut kan worden tot het vormen van celbestanddelen. 
Na een literatuurstudie konden wij volgende besluiten trekken : 
1. Volgens ROBERTON en WOLFE (1970) bleek u!t experimenten met Methanobacillus 
Omelianskii dat per mole methaan slecht~ · 0,25 mole ATP gesynthetiseerd worden . 
Voor Methanosarcina Barkeri (methaanvorming uit methanol) berekend men een 
ATP -productie van~ 0,44 mole per mole methaan (STADTMAN, 1967). Dit is dan 
verrassend weinig in vergelijking met de hoeveelheid die theoretisch kan berekend 
worden, (3 ATP/mole CH4, DEMEYER, 1967), Dit kan ondersteund worden door de ui terst 
trage groe i snelheid van zuivere methaanbacteriën in vloeibare culturen. Het dient 
echter vermeld te worden dat M. Omelianskii niet i n de pens voorkomt. Een bepa-
ling van de ATP-synthese bij de methaanvorming door pensbacteriën wordt stilaan 
een noodzaak . 
2. Er ZlJn verschillende aanwlJZlngen dat propionzuurproductie gepaard gaat met 
ATP-synthese (vertrekkend van het intermediair pyruvaat). Stimulatie van propion-
zuurvorming tengevolge van een geremde methaanproductie, zou dus de flora in 
staat stellen het eventueel verlies aan ATP-synthese op deze wijze te recupereren, 
a. Zoals hoger in dit werk vermeld is de vrije energieverandering die gepaard 
gaat met het transfert van electronen van FAO naar fumaraat via fumaarzuur-
reductase inderdaad groot genoeg om fosforylatie, gekoppeld aan electronen-
transport toe te laten, 
b. Methaanremming in vitro, door het in\ vivo toedienen van sucrose in de pens, 
had geen significante invloed op de eiwitsynthese in de incubaties (DEMEYER 
en medew, 1970) . 
c. Het toedienen van chloralhydraat aan in vitro incubaties gaat gepaard met een 
drastische methaanremming. Ook hier werd geen vermindering van de eiwitsynthese 
waargenomen, 
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d, BAUCHOP en ELSDEN (1960) berekenden voor een aantal bacteriën een groei-
opbrengst (}f ATP) = 10,5 g cellen (drooggewicht) per mole ATP geproduceerd, 
Stouthamer (1969) berekende uit de gegevens van andere auteurs een gemiddelde )I ATP = 10,8 ~ 0,4 voor een tiental bacteriënsoorten, Toepassing hiervan op 
het fermentatieschema van de propionzuurvormer Propionibacterium pentosaceum 
(BAUCHOP en ELSDEN, 1960; STOUTHAMER, 1969) leidt tot de volgende vaststel-
ling. Men bepaalde een groeiop5rengst van 37,5 g per mole glucose gefermen-
teerd, terwijl uit het fermentatieschema blijkt dat slechts 2,7 moles ATP/per 
mole glucose gevormd werden , Dit geeft dus )f ATP = 37,5/2,7 = 13,9, hetgeen 
meer i s dan de gemiddelde berekende waarde. Dit blijkt nog duidelijker als 
glycerol en lactaat vergist worden en men een)fATP resp. 20 en 23 kan berek-
kenen, BAUCHOP en ELSDEN veronderstellen dan dat een extra-productie van ATP 
in verband moet gebracht worden met de reductie van fumaraat tot succinaat. 
Herrekenen we deze~ ATP waarden, aannemend dat de reductie van fumaraat in 
de propionzuurvorming 1 ATP oplevert, dan wordt de gemiddelde waarde van 
BAUCHOP dicht benaderd. 
e, Zeer recent (FAUST en VANDEMARK, 1970) werd aangetoond dat de oxydatie van 
NADH H+ met fumaarzuur als electronacceptor, gepaard ging met fosforylatie 
in de anaëroob groe i ende, cytochroom-vrije bacterie Streptococcus faecalis 
l 0 Cl . 
f. HOBSON (1970, persoonlijKe mededeling) deed fermentatiep,roeven· met continue 
culturen van Selenomonas ruminantium en berekende een ·ATP-productie vall---.;:. 1 
mole/mole prop ionzuur gevormd (vertrekkend van pyruvaat). Selenomonas rumi-
nantium is in de pens de belangrijkste prop ionzuurvormer (HUNGATE, 1966). 
g. Daartegenover staat dan dat in experimenten met Ruminococcus flavefac iens, 
een belangrijke succ i naatvormer in de pens, aangetoond werd dat bi j de omzet-
ting van oxaalacetaat tot succinaat geen ATP gesynthetiseerd werd (HOPGOOD en 





Methaanvorming in de pens betekent voor de herkauwer een aanz ienlijk energ ie-
verlies , In dit werk werd getracht door toevoegen van bepaalde additieven de methaan-
productie te remmen. Hiervoor werden in vi tro en in vivo technieken aangewend, Het 
effect van deze addit ieven op de vorming van de andere eindproducten van het koolhydraat 
metabolisme werd tevens onderzocht. In het hoofdstuk "Materiaal en Methodes" werd een 
overzicht gegeven van de aangewende techn ieken en bepal i ngsmethodes. Meer aandacht 
wordt besteed aan de gaschromatografische bepal i ng van de vlucht ige vetzuren i n 
pensvocht of incubat ievloeistof. De techniek voor het meten van de gasproductie 
in vivo wordt uitvoer ig beschreven, In de volgende hoofdstukken worden dan de resul-
taten medegedeeld en besproken. 
Het methaanremmend effect van lijnoliehydrolysaat zoals door DEMEYER (1967) beschre-
ven (i n vitro), werd in vi vo bevest igd, Infusie van 30 g lijnol i ehydrolysaat langs 
de fistel i n de pens van een schaap, juist vóór de morgenvoedering, had een du ide-
lijke verm i nder ing van de methaanproduct ie voor gevolg, Waar in de getuige-per iode 
5,7 l/8 h gemeten werd, daalde dit tot 1,9 1/Bh onder invloed van de vetzuurver-
strekking, Hiermee gepaard gaande noteerde men een dal ing in de azijnzuur- en boter-
zuurprop@.rties, terwi j l het molair procent prop ionzuur steeg van 24 tot 40. 
Er trad geen wate rstof- noch melkzuuropstapel i ng op, Het remmend effect van de vet-
zuren wordt toegeschreven aan een rechtstreeks tox ische invloed op de methanogene 
flora, 
Verder werd het effect van verscheidene vetzuurderivaten onderzocht , Sterke methaan-
remming werd bekomen door t oevoegen van ricinolzuur en anacardiumzuren. Het vervan-
gen van de carboxylgroep door andere groepen had een opheffen van het methaanremmend 
vermogen voor gevolg. 
Dat methaanremming ge~aard gaat met een verhoogde propionzuurvorming kan een be-
wijs zijn van de praktische waarde van theoretische fermentatieschema's en bél.lansen 
zoals door andere onderzoekers vroeger opgesteld. Hierop steunend kan methaanremming 
verwacht worden van propionzuurstimulerende verbindingen (o.a. therapeutica in de 
- 130 -
behandeling van acetonemie). Zo werd het effect onderzocht van chloralhydraat, na-
tr i umsulfiet en het verhogen van het gehalte aan gemakkelijk verteerbare koolhydra-
ten in het rantsoen. Anderzijds werd het effect van methaanalogen zoals chloroform 
en koolstoftetrachloride uitgebreid in vitro onderzocht, 
Chloralhydraat remt methaanvorming door suspensies van gemengde rumenbacter iën 
uit formiaat, pyruvaat en glucose, Alhoewel on~ erverzadigde vetzuren en chloral-
hydraat hetzelfde effect uitoefenen op de methaanvorm i ng, bl i jken toch belangrijke 
versch i llen te bestaan omtrent hun werking. De concentraties nodig om een aanz ien-
lijke methaanremming te bewerkstelligen zijn voor chloralhydraat -(0,1 mM) veel 
kleiner dan voor l i noleenzuur (2,0 mM). Ook schij~het toxisch effect van chlor-
alhydraat mè~r seèctief te zijn dan dit der onverzadigde vetzuren, Met deze laatste 
kr i jgt men telkens een gevoel ige remming van de boterzuurproductie, terwi jl toe-
voegen van chloral hyd raat bijna telkens resulteert in een stijging van di t eind-
product. Incubat iesmet substraten, spec ifiek voor de methaanbacter i ën, l i eten 
toe t e besluiten dat chloralhydraat toxisch i nwerkt op deze micro-organismen. 
Al hoewel chloralhydraat i n de pens gereduceerd kan worden, is compet i t i eve werk i ng 
va n di t product ui tge9oten , Het verstrekken van 4 g chloralhydraat per dag aan een 
gefistuleeerd sc haa p resulteert in een totale remming der methaanproduct ie, en dit 
bi nnen een t i jdspanne van 20 minuten na het toedienen. Aanzienl i jke hoeveelheden 
waterstofgas stapelden op, terwijl het mo l ai r procent propionzuur steeg van 23,6 
i n de blanco-per iode to t 38,9 onder invloed van chloralhydraat ~ De resultaten in 
vi tro bekomen werden aldus in vivo bevestigd . In d~ze reeks proeven kwam opnieuw 
het verband tussen methaan en propionzuur duidelijk tot uiting. Bramalhydraat be-
werkstelligde het zelfde effect als chloralhydraat. 
Het propionzuurstimu l erend effect van natriumsulfiet ging in vivo gepaard met een 
remming van de methaanproductie. In vitro werd methaanvorm i ng eveneens geremd, 
doch hi er noteerde men slec hts een l ichte stijging van de boterzuurproduct i e. Di t 
illustreert het belang van gekoppelde in vitro en in vi vo proeven, zoals reeds 
vroeger door bepaalde onderzoekers gesuggereerd. Vergeleken met de vroeger geteste 
verbindingen zijn hoge hoeveelheden sulf iet nodig om een uitgesproken effect op 
de methaanvorming te bewerken. De resultaten wi jzen op een meer algemeen remmende 
invloed van dit product. 
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In hoofdstuk 4.5 wordt aangetoond dat propionzuurstimulatie door het verhogen van 
gemakkelijk verteerbare koolhydraten (infusie in de pens van sucrose) gepaard gaat 
met een sterke daling van het methaanvormend vermogen van het pensvocht, Tenslotte 
wordt het reeds vroeger beschreven remmend effect van chloroform en koolstoftetra-
chloride (BAUCHOP, 1967) in vitro onderzocht, Extreem lage concentraties (0,05 mM) 
van deze verbindingen remmen totaal de methaanvorming uit formiaat, Uit substraten 
verder van de eindproducten verwijderd ging methaanremming gepaard met een verhoogde 
propionzuurvorming. Het verhogen van de concentratie CHC1 3 en CC1 4 (0,10 mM) resul-
teerde in een algemene remming van de fermentatie als gevolg van een bredere toxi-
citeit t.o.v. de pensflora. 
Op basis van de vastgestelde relatie tussen methaan- en propionzuurvorming wordt 
dan het methaanremmend vermogen van verscheidene producten voorspeld. 
In ~et laatste hoofdstuk wordt het proefondervindelijk vastgesteld verband tussen 
methaan en propionzuur iets nader onderzocht. Door incubatiesmet pyruvaat en door 
het berekenen van waterstofbalansen blijkt dat waterstof, afkomstig van de 11fosforo-
clastische split11 reactie van pyruvaat tot acetaat, kan gebruikt worden in de 
prop ionzuurvorming , Verder wordt aangetoond dat wateY'$tofopstap~ 1 i ng kan 1 ei den tot 
een gestimuleerde propionzuurvorming. Het vervangen van st i kstof door waterstof 
als componente van het incubatiegas had een stijging in de propionzuurvorming 
uit glucose voor gevolg. Deze stimulatie was aanzienlijker naarmate methaanpro-
ductie, als compet iti eve partner voor de waterstof, geremd werd. Ook werd de pro-
ductie van propionzuur uit fumaraat gestimuleerd door het toevoegen van waterstof-
gas. 
Al deze resultaten bewi jzen dus, zij het indirect, dat het waterstofoverschot, 
ontstaan door de geremde methaanvorming, een verhoogde propionzuurvorming kan be-
werkstelligenL De omgekeerd relatie tussen deze eindpr~~cten zou dan hierop 
steunen, Hoe het exact mechanisme verloopt is ver van opgehelderd. Hiervoor worden 
dan speculatief drie mogelijkheden geopperd. In een appendix wordt dan heel ~ort 
het aspect van de methaanremming als oorzaak van een verminderde synthese van 
bacterièäl eiwit beschouwd. Daar propionzuurvorming schijnt gepaard te gaan met 
ATP-synthese, zou hienvoor de micro-organismen de mogelijkheid liggen om het ver-
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